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OZET

Sunulan tez ¢alismasinda Rhodotorula mucilaginosa, Rhizopus arrhizus ve Pseudomonas
aeruginosa tiirleri, sicaklikla kurutulmus ve/veya liyofilize edilmis olmak {izere iki farkli
formda agir metal secici biyosensér yapiminda kullanilmiglardir. Mikroorganizmalarin
ilgili agir metal icin verdikleri yanitlar Doniisiimlii voltametri (CV) ve Siyirma voltametrisi
(DPSV) olarak bilinen elektrokimyasal yontemler kullanilarak belirlenmis ve agir metal
tayini i¢in optimum elektrokimyasal sartlar1 elde etmek {izere; farkli elektrolit ¢ozeltiler,
pH, iyonik aralik, depozisyon potansiyeli, depozisyon siiresi ve sartlandirma siiresi gibi
parametreler arastirilmistir. Elektrokimyasal sartlar optimize edildikten sonra, her bir
mikroorganizma igin artan analit konsantrasyonuna kars1 verdikleri akim cevabini gosteren
kalibrasyon grafikleri elde edilmis ve gelistirilen sensorlerin ortamda baska metallerin
olmasi durumunda verdikleri elektrokimyasal cevaplarin degisimi de model c¢Ozeltiler

kullanilarak arastirilmistir.

Calismada R. arrhizus ve P. aeruginosa model soliisyonlardan Pb(ll) tayini igin, R.
mucilaginosa ise Cu(ll) tayini i¢in aragtirllmistir. Elde edilen sonuglara gore, R. arrhizus
hicreleri Pb(11) tayininde P. aeruginosa hiicrelerinden alinan elektrokimyasal cevaplarin
hassasiyeti agisindan daha etkili bulunmustur. Pb(ll) tayin limitleri sirasiyla R. arrhizus
icin 0.02-25 mg.L™ ve P.aeruginosa icin 0.2-4.0 mg.L™" olarak bulunmustur. R.
mucilaginosa ile hazirlanan mikrobiyal sensériin Cu(Il) igin tayin araligi ise 0.0064-0.64
mg.L™" olarak tespit edilmistir. Mikrobiyal sensérlerin yiizey analizleri igin taramali

elektron mikroskobu kullanilmistir.

Gelistirilen sensorlerin pratik kullanimlari, diisiik tayin limitleri, hizli 6l¢iim siireleri ve
ekonomik seri tiretime yatkin olmalari, sunulan tez ¢alismasina konuyla ilgili

gergeklestirilmis diger ¢alismalar arasinda avantajli bir konum kazandirmaktadir.

Anahtar kelimeler: Mikrobiyal biyosensor, Agir metal tayini, Cevresel denetleme,

Sartlandirma,VVoltammetri



ABSTRACT

In the presented dissertation, the microorganisms, Rhodotorula mucilaginosa, Rhizopus
arrhizus and Pseudomonas aeruginosa have been used as heat dried and/or lyophilized for
construction of heavy metal selective biosensors. The responses obtained from
microorganisms have been analyzed by using electrochemical techniques, which are
known as Cyclic Voltammetry (CV) and Differential Pulse Stripping Voltammetry
(DPSV). To get optimized electrochemical conditions from experiments, a number of
different parameters have been performed, including electrolyte solutions, pH, ionic
strength, deposition potential, deposition time and preconcentration time. After all
electrochemical conditions were optimized, calibration graphs have been achieved, which
showed the electrochemical responses of the microorganisms against increasing heavy
metal concentrations. In addition to these, interference effects of other heavy metals on

heavy metal detection have been also evaluated by using some model metal solutions.

In the study, R. arrhizus ve P. aeruginosa have been used for Pb(ll) detection from model
solutions and R. mucilaginosa have been investigated for Cu(ll) detection. According to
the results obtained, R. arrhizus was found more effective than P. aeruginosa for Pb(Il)
detection in terms of electrochemical sensitivity. Pb(Il) detection range was found between
0.02-2.5 mg.L™ for R. arrhizus and 0.2-4.0 mg.L™ for P.aeruginosa. The microbial sensor
prepared by using lyophilized R. mucilaginosa showed a detection range between 0.0064-
0.64 mg.L™ for Cu(ll). Scanning electron microscopy has been used to screen surface

morphologies of the developed microbial sensors.

The developed microbial sensors are easy to use, and have low detection limits as well as
short detection periods. They also tend to mass-produced economically. Aforementioned
important features of the study give it an advantageous position among other similar

studies.

Key words: Microbial biosensor, Heavy metal detection, Environmental Monitoring,

Preconcentration, VVoltammetry
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1. GIRIS

Gliniimiizde ¢evre kirliligi gelecegimizi tehdit altinda birakan 6nemli sorunlardan biri
haline gelmistir. Su kirliligi ise ¢evre kirliliginin 6nemli bir kismini olusturmaktadir.
Sanayilesmenin giderek artmasiyla birlikte, dogada kendi kendini temizleme olarak bilinen
siireg, atik suyun temizlenerek yeniden kullanimini imkansiz kilmakta ve dolayisi ile
atiksularin aritiminda yeni teknolojilerin olusturulmasi ve gelistirilmesiyle ilgili calismalar
giderek Onem kazanmaktadir. Tekstil, deri, boya, metal ve kagit endiistrilerinden
kaynaklanan atiksular fazla miktarda agir metal icermektedir. Bu tip atiksularin aritilmadan
kontrolsiiz bir sekilde gevreye bosaltilmalari, o ¢evredeki canlilara toksik ve mutajenik etki
yapmaktadir. Giimiig, aluminyum, altin, kadmiyum, kursun, arsenik ve civa gibi metallerin
biyolojik dnemi bulunmamakla birlikte hiicrede diisiik konsantrasyonda bile bulunmalari
tehlikeli olmaktadir, bu nedenlerden dolayr agir metal igeren endiistriyel atiksulardan
oncelikle bu agir metallerin uzaklastirilmasi gerekmektedir (Malik et al. 2004, Nies 2003,
Bruins et al. 2000)

Agir metallerin tayininde genellikle spektroskopik, voltametrik ya da kromatografik
yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler diisiik konsantrasyonlardaki elementleri tayin
edebilmelerine ragmen insitli analizler i¢cin uygun degillerdir. Agir metalleri tayin etmek
tizere bugiine kadar farkli enzim ve biyosensor tiplerinin kullanildigi ¢alismalar yapilmistir

(Alpat et al. 2008).

Biyosensorler diger analiz yontemleri ile yaris i¢indedir, ¢linkii diger geleneksel tekniklere
gore daha fazla avantaj saglarlar (Petanen ve Romantschuk 2002). Biyosensorlerin yiksek
spesifiklik yaninda renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir konsantrasyon araliginda
dogrudan olgiime olanak saglamak gibi istiinliikleri vardir (Telefoncu 1999). Biyolojik
algilayict elementlerinin seciciligi, 6rnek 6n hazirligina ve fazla miktarda o6rnege bagh
kalmaksizin kompleks karisimlarda gercek zamanli analiz i¢in ¢ok yiiksek spesifiklikte
cihazlarin gelistirilmesine elverislidir. Biyosensorler ayrica diisiik maliyete ve basit
kullanima sahip, ¢ogaltilabilir analitik cihazlardir (Flynn et al. 2002, Turpeinen et al. 2003,
Velasco-Garcia ve Mottram 2003, Petanen and Romantschuk 2003).



Yiiksek spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir. Enzim
biyosensorleri enzim aktivitesinin metallerle inhibisyonu temeline dayanirlar ve
Kirleticilerin dolayli tayinini saglarlar (Cowell vd. 1995; Rodriguez vd. 2004).
Saflastirilmis enzimler substrat veya inhibitor tespiti i¢in ¢ok yiiksek spesifiteye sahip
olmalarina ragmen, enzim saflagtirmanin pahali olmasi ve uzun siirmesi, kofaktdr veya
koenzim ihtiyaci, bazen birden fazla enzime ihtiya¢ duyulmasi gibi nedenlerden dolayi
onemli dezavantajlar1 da beraberlerinde getirmektedirler. Uygun bir enzimin
bulunamamasi1 veya enzimin kararsiz olmasi veya birden ¢ok maddenin tayini
durumlarinda hiicre sistemleri ve tercihnen mikroorganizmalar bu durumlarda ideal
alternatifler olmaktadirlar (Arikawa vd. 1998). Genis ¢apta kimyasal maddeleri tespit
edebilmeleri, genetik olarak degistirilmeye yatkin olmalari, degisik sicaklik ve pH
araliklarinda calismaya elverisli olmalar1 mikrobiyal sensorlerin en 6nemli avantajlari

arasindadir (Mulchandani ve Rogers 1998).

Mikrobiyal sensdrler tip, gida giivenligi, biyogiivenlik, cevresel denetlemeler gibi degisik
alanlarda hedef analitin tayini icin kullanilabilirler. Ilk olarak tasarlanan mikrobiyal
sensoOrlerde mikroorganizmalarin metabolik fonksiyonlarindan ve solunumla ilgili
enzimlerinden faydalanilarak, bu sistemlerin substratlar1 veya inhibitorleri tayin
edilmekteydi. Gilinlimiizde ise genetik olarak degistirilmis mikroorganizmalarla
toksisitenin ve kirletici maddelerin biyolojik olarak tespitini saglamaya yonelik ¢aligmalar
yapilmaktadir (Lei vd. 2006). Mikrobiyal biyosensorlerin kullanimu ile ilgili bir¢ok ¢alisma
yapilmis olmasina ragmen bunlarin ¢ok az bir kismi agir metal iyonlarinin tayini ile
ilgilidir. Bunlarin i¢inde de yine az bir kisminda mikroorganizmalar genetik modifikasyona

ugratilmadan dogrudan olarak biyosensor tasariminda kullanilmislardir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesini ve bunun sonucunda olusan
kimyasal dontigiimler ile fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine

cevrilmesini inceleyen bilim dalidir.

2.1.1. Elektrokimyanin tanimi ve kullanim alanlari

Bir elektrokimyasal tepkimenin olusabilmesi igin, incelenen maddeyi iceren bir ¢ozelti,
maddenin kimyasal doniisiime ugradigi bir elektrot sistemi ve bu elektrotlart birbirine
baglayan bir ¢evirim sistemi gereklidir. Cozelti olarak elektriksel iletkenligi saglamak
amaciyla elektrolitik ¢6zelti kullanilir. Birgok elektrokimyasal yontemde, ¢6zeltiye
elektriksel sinyal uygulanarak ¢ozeltinin farkli bir 6zelligi Olciiliir. Baz1 metallerin saf
sekilde elde edilmeleri veya yiizeylerinin bagka bir metalle kaplanmasi da elektrokimyasal

yontemlerle yapilir.

Elektrokimya pratikte buyik Oneme sahip bir ¢alisma alanidir. Piller, akiimulatorler
kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine doniistiiren elektrokimyasal diizeneklerdir ve giinliik

hayatimizda ¢ok ¢esitli amaglar i¢in elektrik enerjisi kaynagi olarak kullanilmaktadirlar.

2.1.2. Elektrokimyasal hicreler

Kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine doniistiiren diizeneklere elektrokimyasal hiicre veya
pil denir. Elektro-kimyasal Ol¢iimlerin (akim, potansiyel, iletkenlik O6lgiimleri vb.) ve
elektro-kimyasal islemlerin (elektro-depozisyon, siyirma, korozyon) gerceklestirildigi bu
hicreler, cam veya inert malzemelerden (polimerler, teflon vb.) Uretilirler. Hacimleri 10-

20 ml arasinda degisir ve ortam olarak iletken tampon ¢ozeltiler igerirler. Elektrokimyasal



hicreler basit olarak laboratuvar kosullarinda hazirlanabilirler veya satin alinirlar. Bir

elektrokimyasal hiicrenin (pil) basit bir sekli Sekil 2.1' de verilmistir.

ELEKTRON AKISI O j o
i A

VOLTMETRE

TUZ KOPRUSU

ANOT

Sekil 2.1 Basit bir elektrokimyasal hiicrenin sematik gosterimi

Bir elektrokimyasal hiicre (pil) yari-reaksiyonlarin yiiriidiigli yar1 hiicreler, tuz kopriisii ve
yar1 hiicreleri distan baglayan bir iletkenden olusur. Elektrik akimi sulu ¢ozeltilerde iyonlar
tarafindan, metallerde (6rnegin bir telde) ise elektronlar tarafindan tasinir. Yari hiicrelerde
bir elektrot ve elektrotun daldirildigi bir elektrolit bulunur. Tuz kopriisii, elektrokimyasal
reaksiyon sirasinda yari-reaksiyon nedeniyle yart hiicrelerdeki yiikk denkliginin
bozulmamasini saglar. Dis iletken ise ylikseltgenmenin oldugu yar1 hiicredeki elektronlari
indirgenmenin oldugu yari hiicreye iletir. Yiikseltgenmenin gergeklestigi yari hiicredeki
elektrot "anot", indirgenmenin gerceklestigi yar1 hiicredeki elektrot "katot" olarak

adlandirilir.

Bir elektrokimyasal hiicre, kendiliginden gelisen bir redoks reaksiyonunun ortaya ¢ikardigi

enerjiden elektrik akimi liretebilen bir cihazdir.

4



2.1.3. Elektrokimyasal hicrelerde gdzlenen suirecler

Elektrokimyasal tepkimeler esnasinda elektrotlarda iki farkli siire¢ gergeklesir.
Birincisinde, elektrot-¢ozelti ara yiizeyinden yiik gecisi yapilarak yiikseltgenme veya
indirgenme gerceklesir. Bu tiir siireclere faradayik siirecler denir. Faradayik akim (i)

analiz edilecek maddeden yani reaksiyondan kaynaklanan akimdir.

Bazi durumlarda ise elektrot, yiikk gecisinin gergeklesmedigi potansiyel araliginda
bulunabilir. Fakat adsorbsiyon gibi bazi islemler gergekleserek, elektrot-cOzelti ara
ylizeyinin yapisinda degisiklige yol acabilirler. Boylece akim degerlerinde degisiklik
gozlenir. Bu sekilde yiik gegisine bagl olmayan siireglere de faradayik olmayan strecler
denir. Bu tr sureclere en iyi ornek kapasitif akimdir. Kapasitif akim, elektrot-gozelti ara
yiizeyinin iki kenarinda, potansiyel uygulandigi anda, karsit yiiklerin dizilmesi ile olusan
akimdir. Elektrolit ¢ozeltisine bir elektrodun daldirilmasi ve negatif yikle yuklenmesi
sonucu ¢ozeltideki pozitif yiiklii iyonlar elektroda dogru ¢ekilirler. Boylece ara yiizeyde bir
gerilim farki olusur. Ters isaretli yliklerin ara yiizeyin her iki yaninda birikmesi ile bu
bolgede bir elektriksel ¢ift tabaka olusur. Bu kapasitori yuklemek igin ortamda
yiikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa bile bir akim olusur. Bu akim reaksiyona
bagl degildir; sistemden kaynaklanir ve kapasitif akim (1) adim alir. Kapasitif akim ne

kadar diistik olursa, yapilan 6l¢iim o kadar dogrudur.

2.1.4. Elektrokimyada kullanilan elektrotlar

Elektrokimyasal hiicre, analit ve destek elektrolitin asirisini igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis
iki veya g elektrot icerir. Elektrokimyasal yontemlerde kullanilan elektrot sistemine ikili
veya (clu elektrot sistemi adi verilir. ikili elektrot sistemi bir calisma ve bir karsit
elektrottan olusurken, tglii elektrot sistemlerinde ilave olarak bir referans elektrot
mevcuttur. Bazen elektrot terimi tiim yar1 hiicre i¢in de kullanilir. Bir pilde elektronlarin
Uretildigi elektrot yani anot eksi (-) ug, elektronlarin tiiketildigi yer yani katot art1 (+)

ugtur.



2.1.4.1. Referans elektrotlar

Elektrokimyasal uygulamalar sirasinda potansiyeli dis ortamdan etkilenmeyen, sabit kalan
ve caligilan ¢ozeltinin bilesiminden etkilenmeyen elektrotlardir. Bir referans elektrot
kolayca hazirlanabilmeli, potansiyelinin sicaklikla degisim katsayis1 ¢ok diisiik olmali,
belli bir akim aralifinda tersinir davranmali yani i¢inden kii¢iik akimlar gectiginde dahi
gerilimi sabit kalmalidir. Bu kosullar dikkate alindiginda, civa ve glimiis gibi bir metal ile
o metalin az c¢ozlinen bir tuzundan yapilmis elektrotlarin referans elektrot olarak

kullanilabildigi goriilmiistiir.

Giimiig- gtimiis kloriir referans elektrot (Ag/ AgCl): Gimis bir telin, elektrolitik yoldan
Gumiis kloriir (AgCl) ile kaplanarak klor iyonu igceren bir ¢ozeltiye daldirilmasiyla elde

edilen bir elektrottur. Bu elektrodun yar1 tepkimesi asagida verildigi gibidir.

AgCI(k) +e — Ag(k) + Cl

Doygun potasyum kloriir (KCl) ¢ozeltisi kullanildigi zaman, bu elektrodun standart
hidrojen elektroduna gore potansiyeli, +0.222 V' dur.

2.1.4.2. Karsit/ yardima elektrotlar

Karsit elektrodun gorevi calisma elektrodu ile referans elektrodu arasina uygulanan gerilim
farkinin giivenceye alinmasidir. Potansiyel, referans ve calisma elektrotlar1 arasina
uygulanmakta ve yardimci elektrodun varligi ile sabit kalmaktadir. Akim c¢alisma

elektrodundan yardimci elektroda dogru akmaktadir.

Yardimci elektrot helezon seklinde kivrilmis platin bir tel veya bir civa havuzu seklinde
olan ve elektrigin ¢ozelti i¢inden caligma elektroduna aktarilmasini saglayan karsit

elektrottur. Bu elektrot inert olup 6l¢iilen sonuglar tizerinde etkiye sahip degildir.



2.1.4.3. Calisma elektrotlar:

Bu elektrot, ylizeyinde analitin yikseltgendigi veya indirgendigi elektrottur. Caligsma
elektrodu ¢esitli sekil ve biiyiikliikkte olup, yapiminda kullanilan iletken malzeme platin ya
da altin gibi inert bir metal; karbon, pirolitik grafit ya da cams1 karbon; kalay oksit ya da
indiyum oksit gibi yar1 iletken veya bir civa filmi ile kaplanmis bir metal olabilir. Bu tiir
elektrotlarin  kullanildig1r potansiyel araligi sadece elektrot malzemesine degil, ayni
zamanda bu elektrotlarin daldirildig1 ¢6zeltinin bilesimine bagl olarak da degisir. Calisma
elektrotlarinda, kullanilan ¢alisma ortamina gore secilen potansiyel calisma araliklari;
Ornegin civa elektrodu i¢in 1 M H,SO4 ¢alisma ortaminda (-0.8)-(+0.4) V araligi ve 1 M
KCl ortaminda (-1.6) ile (+0.2) V araligidur.

KARBON PASTASI
SPATULA
KARBON PASTA
ELEKTRODU
PASTANIN YERLESTIRILDIGI
ELEKTROT KAVISI

) e— TEFLON veya CAM

ILETKEN TEL

Sekil 2.2. Karbon pastasi elektrodunun gematik gosterimi

Karbon pasta ¢alisma elektrodu (CPE): Karbon pastasi elektrodu kisa zamanda kolayca

hazirlanabilen, genis potansiyel araliklarinda galigmaya olanak saglayan, diisiik maliyetli
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bir calisma elektrodudur (Adams 1958). Civa elektroduna kiyasla ¢aligma araligi daha
genis olup, toksik bir metalin varliina dayanmaz. Potansiyel ¢alisma araligi 1 M HCIO4
ortaminda (-1.6) ile (+0.2) V' dur. Sekil 2.2' de bir karbon pastas1 elektrotunun sematik hali

gosterilmistir.

Bu elektrot genel olarak %70 grafit tozu ve %30 mineral yag karisimindan olusan karbon
pastasi karigiminin, 2-5 mm ¢apinda cam veya teflon borularin igerisine yerlestirilmesiyle
hazirlanir. Diger ugtan elektriksel iletkenligi saglamak i¢in iletken bir tel (6rnegin piring),
borunun 2/3' Une kadar yerlestirilir. Elektrodun yiizeyi yumusak ve kaygan bir zemine
stirtiilerek diizlestirilir ve parlatilir. Hazirlanan pasta karigimina degisik kimyasal veya

biyolojik katalizorlerin eklenmesine gore karbon pastast modifiye edilebilir.

2.1.5. Voltametri

Voltametride polarize olmus g¢alisma elektrodunda, akim, uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak olgiiliir. Diger bir deyisle voltametri, tam derisim polarizasyonu kosulu
altinda bir elektrokimyasal hiicrede olusan akimin oOlgiilmesi esasina dayanan
elektrokimyasal bir yontemdir. Genel olarak voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari,
polarizasyonu arttirmak icin, ylizey alanlar1 ¢ogunlukla birka¢ milimetrekare ve bazi

uygulamalarda ise birka¢c mikrometre veya daha kiiciik olan mikro elektrotlardir.

2.1.5.1. Voltametri tarihi ve prensipleri

Tarihsel olarak, Cekoslovak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1920' lerin basinda
gelistirilen ve voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografi teknigine dayanarak
gelistirilmistir. Voltametri inorganik, fiziko ve biyokimyacilarla ¢esitli ortamlarda
meydana gelen yiikseltgenme ve indirgenme islemlerinin incelenmesi, yuzeydeki adsorbtif
islemlerinin arastirilmasi ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot yiizeylerinde olusan
elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi gibi amaglar i¢in yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir.



Voltametride c¢alisma elektrodunu igeren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir
potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali yontemin temelini teskil eden

0zgiin akim yanitlar1 olusturur.

2.1.5.2. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri

Voltametride ¢alisma elektrodu igceren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir potansiyel
uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali yontemin temelini olusturan karakteristik
akim cevaplar1 olusturur. Uyarma sinyalinin ¢esidine gore voltametrik yontemler dort

baslik altinda incelenebilir:

Dogrusal taramali voltametri (DTV): Elektrokimyasal hiicreye uygulanan dogru akim (dc)
potansiyeli zamanin fonksiyonu olarak dogrusal bir sekilde arttirilir. Bu sirada hiicrede
Olusan akim, zamanin (dolayisiyla uygulanan potansiyelin) bir fonksiyonu olarak

kaydedilir ve voltamogram denilen grafikler elde edilir.

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV): Bu yontemde uyarma sinyali, periyodik bir darbenin
dogrusal bir tarama sirasinda olusturulmasiyla elde edilir. Bu yontemin énemli bir avantaji,
yari-dalga potansiyelleri arasinda yaklasik 0.005 V fark olan maddeler i¢in bile 6zgiin pik
maksimumunun elde edilmesidir. Buna karsin DTV' de yari-dalga potansiyel farki en az
0.2 V olmalidir, eger bu farka ulasilamazsa voltamogramlarda iyi pik maksimumlar1 elde
edilemez. DPV ' nin tayin smiri, DTV' nin tayin simirindan 100-1000 kat daha diisiik olup
107-10° M araligindadir. DPV' nin tayin duyarliliginin daha ytiksek olmasinin nedeni
faradayik akimin en yiksek, faradayik olmayan kapasitif akimin en disiik oldugu anda

6l¢lim yapmasidir.

Kare dalga voltametrisi (KDV): Hizli ve duyarli olma dstiinligii tasiyan bir darbe
voltametri yontemidir. Bu yontemde voltamogramin tamami 10 milisaniyeden daha kisa
siirede elde edilir. KDV asili civa damla elektrodu, kat1 elektrotlar veya kromatografik
detektorler ile kullanilabilmektedir. Uyarma sinyali, darbenin basamak sinyali {izerine

bindirilmesi ile elde edilir. Basamakli sinyalde, her basamagin boyu ve darbe periyodu esit



olup yaklagik 5 ms' dir. Kare dalga voltamogramlari elde etmek icin, ileri darbe akim ve
geri darbe akimim farki, potansiyele karsi grafige gegirilir. Tayin smm 107 10° M

araligindadir.

Doéniistimlii  voltametri (DV/CV). Cesitli kosullar altinda yikseltgenme indirgenme
tepkimelerinin mekanizmalar1 hakkinda bilgi veren bir tani araci olarak Onemli bir
uygulama alani bulmustur. Fakat nicel analizlerle ilgili uygulamalar1 sinirlidir. Yontemin,
uyarma sinyalinin seklinden kaynaklanan bir diger ad1 da icgen dalga voltametrisidir. DV
de durgun ¢ozeltide, sabit hizda potansiyel, baslangi¢c potansiyelinden bitis potansiyeline
dogru pozitif veya negatif yonde taranir. Daha sonra taramanin yonii degistirilerek gene
ayni tarama hiziyla ilk potansiyele kadar tarama yapilir. Bu sirada elektrot tepkimeleri
sonucu ortaya ¢ikan akim, taranan potansiyele karsi grafige gecirilir. Elde edilen egrilere

dontisiimlii voltamogram denir. ,

Bir doniisiimlii voltamogramin en 6nemli parametreleri, katodik pik potansiyeli, anodik pik
potansiyeli, katodik pik akimi ve anodik pik akimidir. Tersinir bir elektrot i¢in anodik ve
katodik pik akimlari mutlak degerce yaklasik birbirine esit, fakat zit yonliidiir. Pik
potansiyellerinin farki 0.0592/ n’ dir. Burada n, yari reaksiyonda yer alan elektron

sayisidir.

Dontistimlii voltametrinin bir ara¢ olarak baslica kullanim alani, cesitli sartlar altinda
elektrokimyasal islemler hakkinda kantitatif bilgiler saglayan temel ve teshise dayali
caligmalardir. Rutin kantitatif islemlerde kullanilmadig: halde, 6zellikle organik ve metalo-
organik sistemlerde yiikseltgenme ve indirgenme islemlerinin mekanizma ve hiz
caligmalar1 icin Onemli bir aractir. Bu yontem, normal olarak elektrokimyasal olarak
belirtilebilen bir sistemin arastirilmasi i¢in segilen ilk tekniktir. Dontisiimlii voltametri
miktar tayinine yonelik bir yontem degildir ama analiz edilecek maddenin hangi
potansiyelde nasil davrandigi hakkinda bilgi verir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda o
maddenin hangi potansiyelde optimum cevabi verebilecegini gosterir. Boylece miktar
tayininde kullanilacak yontem i¢in 6n hazirlik evresini olusturur. Doniisiimlii voltametride
caligilan potansiyel araligmin yani sira uygulanan tarama hizinin ve ka¢ defa tarama

yapildiginin da etkisi vardir.
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2.1.5.3. Siyirma yontemleri

Siyirma yontemlerinde analiz edilecek madde genellikle karistirilan bir ¢ozeltide oncelikle
elektrot yuzeyine biriktirilir. Normal olarak elektro-biriktirme basamagi sirasinda analitin
yalmzca ufak bir kesri elektrot yilizeyine birikir. Bu yilizden kantitatif sonuclar, elektrot
potansiyelinin kontrol edilmesinin yani sira, elektrot boyutu, biriktirme siiresi, hem
numunenin hem de kalibrasyonda kullanilan standart c¢ozeltilerin karistirma hizi gibi
faktorlere de baghdir. Belli bir siire sonra elektroliz ve karigtirma olayr durdurulur ve
birikmis madde analizi i¢in uygun olan voltametrik yontemle tayin edilir. Analizin bu
ikinci basamaginda, analiz edilecek madde elektrot yiizeyinde c¢oziiliir ve siyrilir, bu

yiizden bunlara siyirma yontemleri denir.

Anodik siyirma yontemlerinde, elektrot biriktirme basamagi sirasinda bir katot olarak,
analiz edilecek maddenin ilk haline ylikseltgendigi siyirma basamaginda ise anot olarak

davranir.

Katodik siyirma yonteminde elektrot, biriktirme basamaginda bir anot, siyirma sirasinda da
bir katot olarak davranir. Biriktirme basamaginda, analiz edilecek madde elektrokimyasal
olarak bir 6n deristirme basamagina ugrar; yani elektrot yiizeyindeki analiz edilecek madde

konsantrasyonu y1gin ¢ozeltideki konsantrasyondan ¢ok daha biiyiiktiir.

Adsorbtif siyirma yontemleri anodik ve katodik siyirma yontemlerine olduk¢a benzerdir.
Burada yaygin bir mikro-elektrot olarak kullanilan asili civa damla elektrodu, analitin
karistirilan bir ¢ozeltisine birkag dakika siire ile daldirilir. Sonra elektrodun yiizeyinde
analitin birikmesi elektrolitik olarak degil, fiziksel adsorbsiyonla meydana gelir. Yeterince
analit biriktirildikten sonra, karistirma kesilir ve birikmis madde dogrusal taramali veya
pulslu voltametrik Olcumlerle tayin edilir. Kantitatif analiz numunelerle ayni sekilde

islemlere tabi tutulan standart ¢ozeltilerle yapilan kalibrasyona dayanir.

Dontisiimlii voltametri miktar tayinine yonelik bir yontem degildir ama analiz edilecek
maddenin hangi potansiyelde nasil davrandigi hakkinda bilgi verir. Elde edilen bilgiler

dogrultusunda o maddenin hangi potansiyelde optimum cevabi verebilecegini gosterir.
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Siyirma yontemleri ise, eser element tayininde énemli yer tutar, ¢iinkii elektrolizdeki 6n
derigtirme basamagi sayesinde, eser miktardaki analiz edilecek madde basarili bir sekilde
tayin edilebilir. Boylelikle bu basit ve hizl1 yontemlerle 10°-10° M araliginda ¢ozeltilerin

analizi yapilabilir.

2.1.5.4. Artik akimlar

Artik akim elektriksel ¢ift tabakanin yiikleme akimi ile ¢ozeltideki bazi elektroaktif
safsizliklarin indirgenmesi ve yiikseltgenmesi sonucu olusur. Elektroaktif bir madde
icermeyen ve sadece iletkenligi saglamak iizere eklenmis bir destek elektrolit iceren
cozeltiye gerilim uygulandiginda ¢ok az da olsa bir akim goézlenir ve bu akim artik akim
adint alir. Artik akimin iki nedeni vardir. Birincisi ¢ozeltide bulunabilecek eser miktardaki
safsizliklarin indirgenmesidir. Bu safsizliklara 6rnek olarak az miktarda ¢ozlinmiis oksijen,
damitik sudan gelen agir metal iyonlari, destek elektrolitte kullanilan tuzlardaki safsizliklar
sayilabilir. Artik akimlarin ikinci nedeni ise, elektronlarin diizensiz akisindan kaynaklanan
akimdir. Sonug olarak bu yontemlerin dogrulugu ve duyarligi faradayik olmayan akimin

biiyiikliigiine baglidir.

2.1.6. Elektrokimyasal cevap Uzerine etki eden bazi faktorler

2.1.6. 1. Tarama hizi

Tarama hizi, elektrokimyasal reaksiyon sirasinda elektrot ylizeyinde olusan difiizyon
tabakas1 ve uygulanan potansiyelle ilgili bir terimdir. Uygulanan potansiyele bagli olarak
difiizyon tabakasinda meydana gelen incelme veya kalinlasma sonucu, analit hakkinda
bilgi veren akim degerlerinde bir degisim gdzlenir. Diisiik potansiyellerde diflizyon
tabakas1 kalinlasir ve bu durum elektronlarin elektrot ylizeyine ulagma hizim
diistireceginden, analite ait pik akim degerleri de diisiik olacaktir. Daha yiiksek
potansiyellerde ise ince olan difiizyon tabakasindan hizlica gegerek elektrot yiizeyine

ulasan elektronlar sayesinde, hedef maddeye ait pik akim degerleri bir noktaya kadar
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yukselecektir(http://www.cheng.cam.ac.uk/research/groups/electrochem/JAVA/electroche
mistry/ELEC/14html/cv.html, 2010).

2.1.6.2. Destek elektrolit ¢ozeltileri

Elektrokimyasal bir reaksiyonun ydriitiilebilmesi i¢in ¢6zelti ortaminin yeteri kadar iletken
olmas1 gerekir. Sulu c¢ozeltilerde iletkenlik asitler, bazlar veya tuzlar gibi bir¢ok iyonik
maddenin suda ¢ozlinmesiyle saglanabilir. Fakat bu maddelerin ¢ogu organik ¢oziiciilerde
coztinmezler veya reaktiflikleri nedeniyle organik substratin elektrokimyasal reaksiyonunu

engeller veya yoniinii degistirirler.

Destek elektroliti olarak adlandirilan bu tuzlarin elektrokimyasal olarak dayanikli, reaktif
olmayan ve kolaylikla temin edilebilen ucuz maddeler olmalar istenir. Bu amaclara uygun
degisik anyon ve katyonlarin kombinasyonundan olusan tuzlar destek elektroliti olarak
kullanilirlar. En 6nemli sart ilgili maddenin ¢6ziicii i¢inde mutlaka ¢6ziinmesi gerektigidir
(en az 0.1 M olacak sekilde). Ayrica destek elektrolit ¢ozeltileri aranan katodik veya
anodik limit sinirlarina uymali ve hedef maddeden once indirgenip yiikseltgenmemelidir.

Destek elektrolit ¢ozeltilerinde aranan bir diger 6zellik ise kolay saflastirilabilir olmasidir.

Destek elektrolit maddesinin yapildigi ¢oziiciiniin de biiyiikk 6nemi vardir. Coziiciilerin
dielektrik sabitlerinin biiyiik olmasi istenir. Dielektrik sabiti ¢dziicii polaritesini yaklagik
olarak veren bir niceliktir, bir bagka deyisle dielektrik sabiti, ¢oziiciiniin zit yiikleri
birbirinden ayirma yeteneginin bir 6l¢iisiidiir. Dielektrik sabitinin yiliksek olmasi1 polarligin
da yiiksek olduguna isaret eder. Suyun dielektrik sabiti yaklasik 80' dir ve en iyi polar
¢oziicii sudur. Coziiciiniin polar olmasi iyonik bilesikleri kolayca ¢6zmesini saglar,

iletkenligini arttirir ve direncin yiiksek olmasini saglar.

2.1.6.3. Cozelti pH' s1

Sartlandirma ¢6zeltisinin pH’ s1 soliisyondaki metal iyonlarinin ¢oziiniirliiglinii ve hiicre

duvarindaki fonksiyonel gruplarin iyonizasyon durumunu etkiledigi icin dnem tasir (Alpat
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et al. 2008). Hidrojen iyonlarim tiikketen veya iireten bir elektrot olayinda, ¢ozelti iyi bir
sekilde tamponlanmadik¢a elektrot yiizeyindeki ¢ozeltinin pH' sin1 6nemli 6lgiide
degistirebilecedi vurgulanmalidir. Bu degismeler reaksiyonun indirgenme potansiyeline
etki eder ve yayvan, zayif olarak tanimlanmis dalgalara neden olur (Nielsen and Utley
2001).

2.1.6.4. Destek elektrolit ¢ozeltisinin konsantrasyonu veya iyonik giicl

Voltametri ¢alismalarinda ortamin iletkenligi ve elektroaktif maddenin elektrot yiizeyine
sadece difizyonla aktarimi destek elektrolit ¢ozeltisi ile saglanir. Destek elektrolit bu
goreve ek olarak bazi uygulamalarda ortamin pH' sini ayarlayabilen bir tampon veya

ortamda bazi iyonlar1 komplekslestiren bir ligand olarak gérev yapar.

Kullanilan ¢6zeltinin iyonik giicli, ¢ozeltinin iletkenligi, direnci ve dolayisiyla analit
maddelerin  adsorbsiyonu Uzerinde etkiye sahiptir. Yiksek konsantrasyondaki
cozeltilerdeki destek elektrolit madde miktarinin fazla olmasi sebebi ile ¢oziinen iyonlar ve
analit madde arasinda dogabilecek bir ylizeye tutunma yarisindan dolay1 elektrokimyasal
cevap lizerinde negatif bir etkiye neden olabilir. Diger sekilde ise iyi tamponlanmis diisiik
iyonik giice sahip bir c¢ozelti herhangi bir yarigmaya neden olmayacagi gibi,
elektrokimyasal hiicredeki direnci sabitler ve elektron gogiiniin olmasini engelleyerek

statik bir ¢alisma ortami olusturur.

2.1.6.5. Sartlandirma siiresi

Sartlandirma zamani yiizeye adsorblanan madde miktari ile dogrudan ilgilidir ve yontemin
duyarliligim etkilemesi acisindan énem tagir. Optimize edilmis sartlandirma zamani tayin
limitlerinin diismesini saglar. Elektrot yilizeyi doygunluk noktasina ulasincaya dek
sartlandirma zamani ile analit konsantrasyonu arasinda dogru bir orantidan s6z edilebilir,
ancak ¢ok uzun sartlandirma siirelerinde elektrot yiizeyindeki analit baglayict bolgelerin
doygunlugundan dolayi, bir siire sonra elektrokimyasal cevaplarda sapma goriilebilir. Bu

nedenlerle, ilgili calismalarda sartlandirma siiresinin optimize edilmesi gerekir.
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2.1.6.6. Deposizyon potansiyeli ve depozisyon siresi

Elektrot yilizeyine tutunan metallerin indirgenmesi veya ¢Okmesi icin uygulanan
potansiyele depozisyon veya ¢Oktiirme potansiyeli; metallerin metalik formlarina

indirgenmeleri sirasinda harcanan siireye ise depozisyon siiresi denir (Mojica et al. 2007).

2.2. Biyosensorler

2.2.1. Tanim ve tarihcesi

Biyosensorler, biyolojik veya biyolojik olarak tiiretilmis sensér elementinin, bir
fizikokimyasal cevirici veya tranduser ile biitiinlestirilmesiyle olusan kompakt analitik
araglardir (Turner et al. 1987). Biyosensorler biyolojik algilayici elementin segiciligi ve
hedef analitin konsantrasyonuyla orantili olarak sinyal iiretirler. Bu sinyal proton
konsantrasyonundaki degisimden, amonyak veya oksijen gibi gazlarin salinmasi ya da
yiikseltgenmesinden, 1s1k emisyonundan, absorbsiyon ya da reflektansdan, 1s1
emisyonundan, kiitle degisimi ve bunun gibi degisimlerden kaynaklanir (Lei et al. 2006).
Sinyal transduser yardimiyla akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 15181n absorbsiyonu ya da
elektrokimyasal, termal, optik olarak ya da piezo elektrik anlamda kiitle artigiyla dl¢iilebilir
forma dontstiiriiliir. Sinyal ayrica ileriki analizler i¢in gii¢lendirilebilir, islenebilir veya
depolanabilir. Prensipte herhangi bir reseptor herhangi bir transduserle birlestirilip isleyen

bir biyosensor Uretilebilir (Junhui et al. 1997).

Biyosensorlerin tarthi 50°1i yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati Hastanesi’nde
(Ohio, ABD ) ameliyat sirasinda kanin O, miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baglar. 1962
yilinda Clark ve Lyons Glikoz oksidaz (GOD) enzimini O elektrodu ile kombine ederek
kanin glikoz diizeyini 6lgmeyi basardilar. Boylece yeni bir analitik sistem olustu. Bu
sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifikligini (enzim) diger taraftan ise fiziksel
sistemin (elektrot) tayin duyarliligini birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama olanagi

bulmustur.
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Bir biyolojik sividaki glikoz ve ¢6ziinmiis oksijen elektrot etrafindaki membran1 gegerek
elektrot yiizeyine ulastifinda glikoz oksitlenerek glukonik aside doniisiir ve bu sirada O,
harcanir. Ortamdaki glikoz bittiginde O, tliketimi durur. O, elektrotu ile baslangigtaki ve
reaksiyon sonundaki ¢éziinmiis O, Olcullr. Aradaki fark ortamdaki glikozun oksidasyonu
icin harcanan O; olup buradan biyolojik sividaki glikoz miktari hesaplanir. Klasik
elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler hazirlanabilirken sisteme
biyomateryalin de katilmasi ile diger bircok maddenin tayini miimkiindiir. Bdylece

hazirlanan analiz sistemlerine biyosensorler ad1 verilir.

2.2.2. Biyosensoriin temel bilesenleri

2.2.2.1. Biyolojik kisim veya taniyici kisim

Biyosensorde en onemli bilesen tayin edilecek maddeye karsi son derece hassas fakat
tersinir bir sekilde etkilesime giren biyolojik ajan veya biyoreseptordiir. Bu reseptorler tek
bir substrati baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak 6zellikte olmalidir. Temel
olarak {i¢ grup biyoreseptdr vardir, bunlar; biyokatalitik reseptorler, biyoaffinite

reseptorleri ve hibrit reseptorlerdir (Mehrvar et al. 2000).

Biyokatalitik reseptorler analiti belirlenmeyen formdan belirlenebilir forma doniistiirerek
transduserle kaydedilebilir forma sokarlar. Biyokatalitik ajanlar analiz edilecek madde
tizerinde molekiiler degisime neden olmaktadir ve bu doniisiim sonucu ortamda artan veya
azalan madde miktar: takip edilerek sonuca gidilmektedir. Biyokatalitik tanima elementleri
enzim iceren sistemler, hiicreler (mikroorganizmalar; Ornegin bakteriler, okaryotik
hiicreler, mayalar), hiicre organelleri ve bitki, hayvan doku parcalarindan olusurlar (Mello

and Kubota 2002).

Afinite bazli biyosensdrler belirli bir ligand1 termodinamik olarak sabit kompleks formuna
dontistiiren segici etkilesimler olustururlar (Mello and Kubota, 2002). Antibadiler, niikleik
asitler, lektinler, boyalar, hiicre membran reseptorleri ve diger spesifik baglayict ajanlar

gibi biyolojik komponentler biyoafinite reseptorlerine drnektir. Hormonlar, ilaglar, virtsler
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timoOr antijenleri, bakteri antijenleri ve diger birgok protein benzeri maddelerin
belirlenmesi ve Ol¢iimii immiinolojik teknikler vasitasiyla diisiik konsantrasyonlarda bile

basarilabilmektedir (Mehrvar et al. 2000).

Hibrit reseptorlerde biyosensor uygulamalarinda niikleik asit kullanimi rapor edilmistir.
Baz1 parca karakteristiklerinden dolay1 niikleik asitler secici bir sekilde islemektedirler. Bu
sensorlerin kullanim alanlari, DNA’ da meydana gelen hasarlar1 kimyasal olarak belirleme

ve DNA’nin tiire 6zgl diziliminin hibridizasyonuyla mikroorganizmalarin belirlenmesidir

(Mehrvar et al. 2000).

2.2.2.2. Cevirici kisim

Biyosensorlerde  biyolojik veya biyokimyasal sinyalleri  Olgulebilir  sinyallere
doniistiirebilen sistemlere transduser denir (Giirsoy et al. 2002). Bir substrat igin
komponentin aktivitesi O, tiiketimiyle, H,O, olusumuyla, NADH konsantrasyonundaki
degisimle, floresans, absorbsiyon, pH degisimleriyle, kondiiktivite, sicaklik ya da kiitledeki
degisimle Olciilebilmektedir (Luong et al. 1997). Tranduserler temelde dort grup altinda

toplanirlar;

Elektrokimyasal transduserler:
Amperometrik
Potansiyometrik

Kondiktometrik

Optik transduserler

Akustik transduserler

Termal transduserler
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2.2.3. Biyosensorlerin genel uygulama alanlari

Biyosensorlerin, klinik teshis, tibbi uygulamalar, siire¢ denetleme, biyoreaktorler, kalite
kontrol, tarim ve veterinerlik, bakteriyel ve viral teshis, ila¢ iiretimi endiistriyel atik su
denetimi, madencilik, askeri savunma sanayi gibi alanlarda yaygin olarak kullanimi soz

konusudur (Telefoncu 1999).

Biyosensor endiistrisinin pazar olarak medikal, ¢evre, gida ve askeri alanlart i¢ceren dort
temel bolime sahip oldugu belirtilmektedir. Biyosensor piyasasi giinden giine gelisim
gostermektedir. 2000 yilinda 1.4 milyar dolarlik bir piyasaya ulasacagi, bunun % 45" 1 tip ,
% 22 ’si gida , % 17 ’si gevre koruma ve biyoteknoloji, kalan % 16 “sinin ise diger

sektorlere yonelik olacagi belirtilmistir ( Telefoncu 1999, Alocijila ve Radke 2003).

2.2.4. Biyosensor tipleri

2.2.4.1. Elektrokimyasal biyosensorler

Modern elektro analitik sistemler oldukg¢a diisiik tespit limitlerine sahip olup (10 M)
kiigiik hacimde 6rneklerin kullanilmasina (1-2 pl) olanak tanimaktadir. Bununla birlikte
elektrot sistemi Olgim ortamindan siirekli alinan sinyalin (on-line) takibine izin verir.
Elektrokimyasal analiz i¢in gereken malzeme, diger analitik metotlarla karsilastirildiginda
cok daha ucuz ve basittir. Ayrica elektrokimyasal sensorler optik esasli sensorlere gore
bulanik ortamda calisabilme, karsilastirilabilir enstriimental duyarlilik, minyatiirlesmeye
uygunluk gibi avantajlara sahiptir. Bu baslik altinda en yaygin olarak potansiyometrik,

amperometrik, voltametrik ve alan etkili biyosensorlere rastlanmaktadir.

Potansiyometrik biyosensorler: Potansiyometri, bir ¢alisma ve referans elektrot arasindaki
potansiyel farkinin 6l¢iimiinii esas almaktadir ve belirlenen elektrot potansiyeli dogrudan
analit derisimini tanimlamaktadir. Potansiyometrik sensorlerin diislik hassasiyet, spesifik
olmayan etkilesimlere ait ve aletsel sinyal alinmasi gibi biiyiik problemleri vardir.

Ozellikle sinyal/giiriiltii oran1 analitik problemlere sebep olabilmektedir.
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Voltametrik biyosensorler:  Mikrobiyolojik reaksiyonlar, genellikle iletkenlik ve
kapasitansta artma, empedansta azalmaya sebep olmaktadir. Buna dayanarak rezistans,
kapasitans, iletkenlik ya da empedanstaki degisimin Ol¢limiinii esas alan sensoérler bu
grupta yer almaktadir. Klinik 6rneklerdeki bakteri tespitinde, spesifik patojen tespitinde,

endiistriyel mikrobiyal proses kontroliinde bu sensdrlerden faydalanilmaktadir.

Amperometrik biyosensorler: Genel anlamda amperometri, bir potansiyeldeki akim
siddetinin Ol¢limii esasina dayanir. Amperometrik biyosensorlerde akim siddeti, calisma
elektrotunda yiikseltgenen veya indirgenen elektro aktif tiirlerin derisiminin bir
fonksiyonudur. Referans elektrot olarak gorev yapan ikinci bir elektrot vasitasiyla, akim

siddetinden analiz edilecek tiirlerin derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilir.

Elektrokimyasal reaksiyonlarda ¢ogu analitlerin redoks esi olarak hareket edememesinden
dolay1 dogrudan olarak analiz edilebilecek az miktarda uygulama vardir. Bu ylizden
algilayici elektrot iizerinde analitin elektrokimyasal reaksiyonu igin elektrokimyasal aktif
etiketler (dogrudan veya enzimatik reaksiyon sonucu Griin olarak) gereklidir. Oksijen ve

Hidrojen Peroksit (H,O;) elektrotlar1 en popiiler olanlaridir.

2.2.4.2. Optik biyosensorler

Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler iizerine uygun bir yontemle uygun bir
biyomolekiiliin immobilize edilerek hazirlanan 06l¢iim aygitlanidir. Etkilesim sonucu

meydana gelen kimyasal yada fizikokimyasal bir degisimin 6l¢limiinii esas alirlar.

Optik ¢eviricilerin kullanildigt durumda iki genel simf vardir. Birincisinde, 15181n
iletimindeki degisimin o6l¢iilmesi, ikincisinde ise floresansin Ol¢iilmesi s6z konusudur.
Isigin iletimindeki degisimin Olciilmesine dayali optik esasli sensdrlerde, Sl¢lim sistemi
madde derisimine bagl olarak absorbans veya liiminesansta degisim gosteren bir boya
icerir veya CO,, O, veya pH degisimi gibi bir fizikokimyasal 6zellikten faydalanilir. Bu
sensdrlerde en 6nemli etken fiber boyunca 11k iletiminin etkinligidir. Ikinci sinif, fiberin
kendi Ozeliklerindeki (intrensek) degisimleri kapsar ve arka alan (evanescent)

biyosensorler ve ylizey plazmon rezonans biyosensorler olarak iki gruba ayrilir.
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2.2.4.3. Termal biyosensorler

Temel prensipleri; bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanilarak substrat
derisiminin belirlenmesine dayanir. Biitiin biyolojik reaksiyonlar ekzotermiktir. Enzimatik
reaksiyon sonucu olusan sicaklik degisimi ile substrat konsantarasyonu arasindaki dogrusal
iliskiden sonuca ulasilir. Sicaklik degisimleri termal olarak yalitilmis ortamdaki
termistorler veya termofiller araciligiyla izlenir. Kullanilan termistdrler ¢ok kiigiik sicaklik
degisimlerine bile duyarlidir. Dolayisiyla ¢ok diisilk miktardaki substrat derigiminin

dlclimiine (10 M) olanak tanirlar.

2.2.4.4. Kutle hassas biyosensorler

Cevirici olarak piezoelektrik kristallerin kullanildig: kiitle hassas biyosensorler, rezonans
frekanstaki degisime dayanarak santimetrekarede nanogram seviyesinde kiitle degisimini
Olcebilen ve bu yuzden de antikor-antijen etkilesimlerinde sikga kullanilan
biyosensorlerdir. Kiitle hassas biyosensorlerin ¢alisma prensibi piezoelektrik etkiye
dayanir. Sensor ylizeyinde bir madde adsorblandigi veya biriktigi zaman piezoelektrik

kristalin rezonans frekansindaki farklasmanin dl¢giilmesiyle sonuca ulagilir.

Bir piezoelektrik sensoriin iizerinde enzim immobilizasyonuyla gergeklestirilen
piezoelektrik enzim sensorlerinde, enzim molekiillerine substratlarin baglanmasindan
dolayr meydana gelen kiitle degisimlerinin, piezoelektrik kuartz diskin vibrasyonunda

sebep olduklar1 farklanmadan yararlanilarak madde miktarina ulasilir

2.2.5. ideal biyosensérlerin temel 6zellikleri

> Segicilik

Ideal bir biyosensdrde en dnemli parametrelerden birisi segicilik dzelligidir. Eger yeterli

derecede seg¢icilik mevcut degilse bu eksikligi gidermek {izere ek islemler yapilir.
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> Kullanmim émrii

Biyosensoriin  kullanim Omriinii  kisitlayan en Onemli faktér biyolojik ¢eviricinin
aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica biyosensoriin kalibrasyon sikligi, stabilite,

tekrarlanabilirlik gibi diger parametrelerini de etkilemektedir.

> Kalibrasyon gereksinimi

Ideal bir biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek duymamasi ya da en az kalibrasyona
gereksinmesi  beklenir. Fakat bu Ozellik teoride planlandigi gibi, pratikte
gerceklestirilememistir. Kullanim Omiirleri boyunca biyosensorler siklikla kalibre

edilmelidirler.

> Tekrarlanabilirlik

Ideal bir biyosensdr igin elektrotun ayni kosullar altinda arka arkaya yapilan 6lgiimlerde
hemen hemen ayn1 sonuglar1 okumast istenir. Pratikte pek miimkiin olmayan bu durum géz
Oniine alinarak yapilan ¢alismalarda tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir.
Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa uygulamalarinda o denli iyi olacagindan soz
edilebilir.

> Kararlilik

Elektrot stabilitesinin yani kararliliginin yiiksek olmasi ideal biyosensorler igin gereklidir.
Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baglidir. Ayrica pH, 1s1,

nem, ortam, O, derisimi gibi parametrelerden de etkilenmektedir.

> Yiiksek duyarlilik

Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz belirli maddelere karst duyarl

olmasi ideal biyosensorlerin en 6nemli 6zelliklerinden biridir.
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> Yeterli diizeyde tayin sinirt

Tasarlanan bir biyosensoriin tayin sinirinin belirli bir derisimin altinda olmasi gerekir.
Belirtilen bu smir elektrot ylizeyinin biiyiikliigii, biyolojik materyalin tayin edilecek

maddeye afinitesi, immobilize edilen madde miktar1 gibi faktorlerden etkilenir.

> Genis ol¢iim aralig

Biyosensor uygulamalarinda 6l¢iim araligi olarak adlandirilan bolge, biyosensorlerden

alinan akim-derisim egrilerinin dogrusal oldugu derisim araligidir.

> Hizli cevap zamani

Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde edilen akim-zaman egrilerinden
anlasilabilir. Ornegin elde edilen egride basamaklarn sekli yayvan ve genisse cevap

zamani uzun (yavas), tersi s6z konusu ise cevap zamani kisa (hizl)’ dir.

> Hizli geriye donme zamani

Geriye donme zamani, 6rnegin amperometrik ¢alismalarda ilk 6rnekten ne kadar siire sonra
ikinci Ornegin Olciilebilecegini belirler. Yani ilk 6rnegin ilavesinden sonra sabit akim

degerleri kisa siirede gozlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni siire sonra ilave edilebilecektir.

> Basitlik ve ucuzluk

Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensorler ideal biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk
biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali olan yapilar daha sonra basitlestirilmis ve

miimkiin oldugunca da maliyeti diisiirilmistiir.

> Kugultilebilirlik ve sterilize edilebilirlik
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Elektrotlarin sterilize edilebilmesi ve boyutlarinin kiiciiltiilmesi biyosensor tasariminda
onemlidir. Buna karsin biyosensor yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel

dayaniklilig1, sterilizasyonu kisitlayan en 6nemli parametredir (Hall 1990, Buerk 1993).

2.2.6. Biyosensorlerin avantajlar1 ve dezavantajlari

Genel olarak tiim analitlerin 6l¢im tekniklerinde; kimyasal1 bulundugu kompleks yapidan
ekstrakte etmek ve girisim yapabilecek maddelerin uzaklastirilmasi igin saflagtirmak ve
daha sonrasinda tayin asamasi s6z konusudur. Giiniimiizde ince tabaka kromatografisi
(TLC), s1iv1 kromatografisi (LC), yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) en ¢ok
kullanilan analit ayirma yontemleri arasindadir (Garden ve Strachan, 2001). Kromatografik
yontemlerle ayirma islemi gergeklestirildikten sonra UV absorbsiyonu, floresans dl¢iimii,
kiitle spektrofotometrisi ya da amperometrik tayin yontemleri kullanilarak analiz
yaptlmaktadir. Saflastirmak i¢in kromatografik yontemler yaninda “analit-spesifik

antibadi” etkilesimlerinin kullanildig1 immuno kimyasal teknikler de uygulanmaktadir.

Biyosensorler diger analiz yontemleri ile yaris i¢indedir. Biyosensorler diger geleneksel
tekniklere gore daha fazla avantaj saglarlar (Petanen ve Romantschuk 2003). Bu yarista,
uygun hassasiyeti ve dogrusalligi gostermesi gerekirken, baslangicta bazi avantajlari da
tasimaktadir. Biyosensorlerin yiiksek spesifiklik yaninda; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde
genis bir konsantrasyon araliginda dogrudan 6l¢iime olanak saglamak gibi istiinliikleri
vardir (Telefoncu 1999). Biyolojik algilayict elementlerinin segiciligi 6rnek 6n hazirligina
ve fazla miktarda ornege bagli kalmaksizin kompleks karigimlarda ger¢cek zamanli analiz
icin ¢ok yiiksek spesifiklikte cihazlarin gelistirilmesine elverislidir. Biyosensorler ayrica
diisiik maliyete, hiza, basit kullanima sahip ve ¢ogaltilabilir analitik cihazlardir (Flynn et
al. 2002, Turpeinen et al. 2003, Velasco-Garcia ve Mottram 2003). Biyosensorler
dondurularak kurutulabilirler, bdylece onlar1 kullanmak ve stoklamak daha da kolaylasir.
Dondurularak kurutulmus hiicreler arazi ¢alismasi i¢in uygundurlar ¢iinkii giinliik olarak
kiiltiire almmalarina ve spesifik bir sekilde stoklanmalarina gerek yoktur. Ancak
duyarhiliklar1 diisebilir. Bu durumda hiicreler suda inkiibe edildikten sonra tekrar besi

ortamina alinirlarsa duyarliliklarini yeniden kazanirlar (Tauriainen et al. 1997).
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Biyosensorlerin  kompleks maddelerin rasyonel ve ucuz olarak tayininde kullanimi
ekonomik ve toplumsal agirlik kazanmalarimi saglamistir. Biyogip teknolojisindeki
gelismelere bagli olarak biyosensdrlerin 6nemi ve agirhigr gittikge artacaktir. Bunun
yaninda biyosensér hazirlamanin uzun siirmesi, molekiiler biyolojik stiregler hakkinda
yeterli bilgi birikiminin olmamasi1 gibi sorunlar da biyosensorlerin yayginlagmasini

yavaglatmaktadir.

Biyosensorlerin ticari olarak iiretilmesine engel teskil eden bazi etkenler vardir. Bunlar
biyoreseptorlerin, antibadilerin ve enzimlerin uzun sureli stabilizasyonundaki sorunlar,
sensorlerin sterilize edilebilirlikleri, in vivo uygulamalar icin biyouygunluk sorunlari, diger
maddelerle olusan spesifik olmayan adsorbsiyonlar, enzim bazli sensorlerde
immobilizasyon ve mediator sorunlari, gidalardaki diger bilesenlerin olusturdugu girisimin
azaltilmasindaki  problemler, sensorlerin ufaltilmasindaki problemler sayilabilir
(Deshpande ve Rocco 1994). Sterilizasyon iki a¢idan dénemlidir, birincisi korumasiz olan
sensOr boliimiine oOrnekten bulasabilecek mikroorganizma ya da enzimlerin yarattii
sorunlar ve ikincisi in-line sistemlerde biyosensor materyalinden olusabilecek sizint1 ya da

bulagsmanin gidaya ya da fermentasyona etki etmesidir (Prodromidis ve Karayannis 2002).

Uzun donem iginde gelisen sensor teknolojisi asagida belirtilen iistiinliiklere sahip birgcok

yeni uygulamaya olanak saglayacaktir (Biran et al. 2003):

> Yiiksek duyarlik,

> Kisa 0l¢lim siiresi,

> QGereksinime gore islem akisi,

> Olgiim ve analiz giderlerinde diisme,

> Otomatik 6lcum ve ayar sistemlerinin devreye sokulmasi,

> Multi sensor sistemlerinin gelistirilmesi, ayn1 anda bir¢ok analitin tayini.

Biitlin bunlara ragmen biyosensor alaninda ¢oziilmesi gereken birgok problem de vardir:

> Biyokomponentlerin dmriiniin kisa olmasi,
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> Biyosensor hazirlamanin uzun siirmesi,

> Molekiiler biyolojik siiregler hakkinda yeterli bilgi birikimi olmamasi,
> Biyokompatibilite sorunlari,

» Implante edilebilen sensérlerin steril tutulabilme giicliigii,

> Mikroorganizmalarin genetik stabilitelerinin diisiik olmasi,

> Gerekli duyarliliga ve secicilige sahip olmayan mikroorganizmalar.

Yukarida belirtilen sorunlarin ¢éztimlenmesi geleneksel analiz teknikleri ile yarigabilen ve
rutin analizlerde kullanilabilen biyosensor aletlerin piyasaya sunulmasina olanak saglar.
Basariy1 garantilemek i¢in bilim adamlar1 ve mihendislerin biyokimya, molekdler biyoloji,
kimya, fizik, malzeme bilimi, yar1 iletken elektronigi ve teknolojisi ile bilgisayar

teknolojisi alanlarinda siki isbirligi yapmalarinda zorunluluk vardir.

2.2.7. Mikrobiyal biyosensorler

Genis capta kimyasal maddeleri tespit edebilmeleri, genetik olarak degistirilmeye yatkin
olmalari, degisik sicaklik ve pH araliklarinda ¢alismaya elverisli olmalari mikrobiyal
sensOrlerin en Onemli avantajlar1 arasindadir (Mulchandani ve Rogers 1998).
Mikroorganizmalar degisik reseptdr davranislar1 gosterirler ve Biyolojik Oksijen Ihtiyact

(BOD), toksisite ve mutajenite testlerinde basari ile kullanilirlar.

Mikrobiyal biyosensorlerde, hiicreler ve transduser (cevirici) arasinda siki bir etkilesim
olmas1 gerekir. Bu nedenle mikrobiyal bir sensoriin iiretimi sirasinda mikroorganizmalar
cevirici tabaka lizerinde ¢ok yakin bir sekilde tutuklanirlar. Burada kullanilan tutuklama
yontemi sonu¢ Uzerinde kritik etkiye sahiptir. Mikroorganizmalar transduser veya destek
matrisi Uzerine fiziksel veya kimyasal yollarla tutuklanabilirler. Kimyasal olarak kovalent
baglama veya c¢apraz baglama, fiziksel olarak adsorbsiyon en yaygin kullanilan
metodlardir (Kizek et al. 2003, Sures 2004). Doku kiiltiirleri, organeller ve

mikroorganizmalarin immobilizasyonunda daha c¢ok polimer jellerde tutuklama yontemi
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kullanilir. Polimer matriksi biyokatalizatoriin kagisin1 engellerken kiiglik substratlar ve

tirtin molekiillerinin ge¢isine engel olmaz (Telefoncu 1999).

Bir mikrobiyal biyosensér, mikroorganizmalardan ve oldukga secici bir transduserden
meydana gelir. Mikrobiyal sensorler tip, gida giivenligi, biyogiivenlik, ¢evresel
denetlemeler gibi degisik alanlarda hedef analitin tayini icin kullamlabilirler. ilk olarak
tasarlanan mikrobiyal sensorlerde mikroorganizmalarin metabolik fonksiyonlarindan ve
solunumla ilgili enzimlerinden faydalanilarak, bu sistemlerin substratlar1 veya inhibitorleri
tayin edilmekteydi. Giliniimiizde ise genetik olarak degistirilmis mikroorganizmalarla
toksisitenin ve kirletici maddelerin biyolojik olarak tespitini saglamaya yonelik ¢aligmalar
yapilmaktadir (Lei et al. 2006).

2.3. Agir Metaller

2.3.1. Agir metaller ve cevre kirliligi

Yogunluklar1 5 g/(:m3 den yiiksek olan metallerdir. Cesitli endiistrilerden, belediyelerden
gelen atik sularin i¢indeki metaller su ve toprak kirliliginin ana nedenleridir. Zehirleyici
ozelliklerine ragmen agir metaller tasidiklar1 teknolojik 6nem nedeni ile endiistride genis
Olclide kullanilirlar. Metal kirliligi igeren atik sular; baslica maden isletmeleri (kursun,
cinko, demir, bakir, giimiis, krom, altin ve uranyum eldesine yonelik siire¢ler sonucunda),
metal endustrileri (demir- ¢elik, bakir, ¢inko, krom vb.) ve diger metal kaplama, kursun
batarya, seramik, matbaacilik, fotografcilik, tekstil, elektrik- elektronik, kimya, boya ve
otomotiv endiistrilerinden ¢ikmaktadir (Sengiil 1991). Siirecleri geregi bu metalleri
kullanan endiistrilerin atiklarinda civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun, krom, arsenik

ve glimiis gibi metal iyonlar1 bulunmaktadir.

Havaya atilan agir metaller, sonugta karaya ve buradan bitkiler ve besin zinciri yoluyla da
hayvanlara ve insanlara ulagirlar ve ayn1 zamanda hayvan ve insanlar tarafindan havadan
aeresol olarak veya toz halinde solunurlar. Agir metaller endiistriyel atik sularin icme

sularina karigmasi yoluyla veya agir metallerle kirlenmis partikiillerin tozlasmasi yoluyla
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da hayvan ve insanlar iizerinde etkin olurlar. Agir metallerin dogaya yaynimlar1 dikkate
alindiginda cok ¢esitli sektorlerden farkli islem kademelerinden biyosfere agir metal atilimi
gerceklestigi bilinmektedir. Sekil 2.3' de farkli sektorlerden biyosfere agir metal yaymimi

sematik olarak gdsterilmistir.
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2.3.2. Agir metallerin canlhilar iizerindeki etkileri

Metaller igerisinde, kursun, ¢inko, bakir, kobalt, kadmiyum, krom, nikel, arsenik, civa ve
giimiis gibi metal iyonlar1 kalici etkilerinden dolay1r canli sistemler ve c¢evre sagligi
yoniinden Onem tasimakta olup belirli bir sinir asinca da son derece toksik etkiler
gostermektedirler (Gadd ve Griffits 1978, Ting et al. 1991, Wong ve Kwok 1992).
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Tiim canlilarin solunum sistemleri agir metal solumasi ile baskilanir. Agir metaller kanin
asitlik oranini arttirirlar, viicut bu diizeyi normallestirmek i¢in kemiklerden asir1 miktarda

kalsiyum iyonu ¢eker ve bu durum osteoporozu hizlandirir.

Metaller canlilarin yasam siliresinde Onemli roller {istlenirler. Bazi metaller, 6rnegin
sodyum, potasyum, kalsiyum, demir, krom canli viicudunda gorevler {istlenen ve
mikronutrientler olarak adlandirilan gruba girerler. Redoks tepkimelerinde kullanilirlar,
elektrostatik interaksiyonlarda molekiilleri stabilize ederler, enzimlerin yapisal bileseni
olarak gorev alirlar, osmotik basmcin diizenlenmesinde etkilidirler. Ornegin bakir
hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve bir¢ok oksidasyon ve rediiksiyon

slirecinin vazgegilmez pargasidir (Bigersson vd. 1988).

Bazi metallerin ise yararli hicbir etkisi yoktur ancak bazi canli gruplar iizerinde
tahribatlara, hastaliklara neden olurlar. Bu metaller gerekli olan bazi1 metallerin baglanma
bolgelerine engel olarak ligand interaksiyonunu inhibe ederler. Ancak her iki gruptaki
metaller de yiiksek konsantrasyonlarda hiicre membranina zarar verirler, enzim
spesifitesini degistirirler, hiicresel fonksiyonlar1 durdurabilirler ve DNA’ nin yapisin
bozabilirler. Agir metalin yarattig1 toksisite agir metalin tiirlinden, konsantrasyonundan,
ortam pH’ sindan ya da metal iyonlarinin ¢oziiniirligiinden, kimyasal yapisindan, redoks
ve kompleks olusturma kabiliyetinden kaynaklanabilir. Bu nedenle 6zellikle diizenli olarak
tiiketildiklerinden dolayr igme sularimin ve yiyeceklerin igerebilecegi maksimum
konsantrasyon degerleri saptanmistir ve yasal kuruluslar tarafindan diizenli olarak kontrol

edilmeleri zorunlu kilinmustir.

Krom biyolojik sistemlerde bulunan en toksik ve mutajenik metal iyonudur. Krom, metal
alagimlandirmada ve boyalar, ¢cimento, kagit, kaucuk ve diger malzemeler i¢in pigment
olarak kullanilmaktadir. Diisiik seviyelerde kroma maruz kalindiginda, deride iritasyon ve
tilser meydana gelir. Uzun siireli maruz kalindiginda bobreklerde ve karacigerde hasara yol
acabildigi gibi kan dolasim sistemini ve sinir dokularini tahrip edebilir. Krom daha ¢ok
sulu ortamlarda birikerek cogalir. Alerjilere, yaralara, solunum yolu hastaliklarina ve
egzemaya neden olabilir. Bu toksisitenin nedeni siilfat iyonu kanallar1 yardimiyla

membran1 kolayca gecebilen hegzavalent krom iyonlaridir. Membrani gecen iyonlar
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rediiksiyon tepkimelerine katilarak g¢esitli reaktif ara iirlinlerin olusmasina neden olurlar.

Bu ara drinler de hiicre organellerine, proteinlere ve niikleik asitlere zarar verirler.

Nikel bilesiklerinin solunmasi sonucunda solunum borusunda tahribat, immunolojik
degisim, alveolar hiicre sayisinda artig gozlenir. Deri temasi alerjik deri hastaliklarina yol

acar, nikel isinde ¢alisanlarda astim, burun ve girtlak kanseri vakalarina rastlanmaistir.

Kadmiyum, endiistriyel olarak nikel/kadmiyum pillerde, korozyona kars1 6zellikle denizel
kosullara dayanimi nedeniyle gemi sanayinde c¢eliklerin kaplanmasinda, boya sanayinde,
PVC stabilizatorii olarak, alagimlarda ve elektronik sanayinde kullanilir. Kadmiyum
empiiriite olarak fosfatli giibrelerde, deterjanlarda ve rafine petrol tiirevlerinde bulunur ve
bunlarin ¢ok yaygin kullanimi sonucunda da 6nemli miktarda kadmiyum kirliligine ortaya
c¢ikar. Kadmiyuma uzun siireli maruziyetten en fazla etkilenen organ bobreklerdir. Yapilan

arastirmalar bobrekte biriken kadmiyumun bdbrek fonksiyonlarin1 bozdugunu gostermistir.

Kursun, farkli enzim sistemleri ile etkilesim gostermesi nedeni ile bircok organ ve sistem
kursun birikimi i¢in odak noktayir olusturur. Kursun, duyu ve motor sinirlerinin iletigim
hizinda azalmaya ve geri donilisiimii olmayan beyin hasarlarina neden olur. Sekil 2.4' de
kanda bulunan kursun miktarina bagl olarak ortaya ¢ikan fonksiyon bozukluklari

verilmistir.

Kursun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en 6nemli zarar1 veren ilk metal olma 6zelligi
tasimaktadir. Kursun atmosfere metal veya bilesik olarak yayildigindan ve her durumda
toksik Ozellik tasidigindan (Calisma ortaminda izin verilen sinir 0,1 mg/m3) cevresel
kirlilik yaratan en onemli agir metaldir. 1920’ lerde kursun bilesikleri (Kursuntetraetil
Pb(CzHs),4) benzine ilave edilmeye baslanmistir ve bu kullanim alani kursunun ekolojik
sisteme yaymiminda énemli rol oynamistir (227.250 ton/y1l ABD). Giinlimiizde kursunsuz
benzin kullanimi ile atmosfere kursun yaymimi azalmakla beraber, kursunsuz benzin
bilesiminde bulunan bir¢ok birincil metal iiretim asamasindan atmosfere kursun ve

bilesiklerinin yaymimini devam ettirmektedir.
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Sekil 2.4 Kanda bulunan kursun miktarina bagl olarak ortaya ¢ikan fonksiyon bozukluklari
(Kahvecioglu et al. 2004)

Kursun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en 6nemli zarar1 veren ilk metal olma 6zelligi
tagimaktadir. Kursun atmosfere metal veya bilesik olarak yayildigindan ve her durumda
toksik Ozellik tasidigindan (Calisma ortaminda izin verilen sinir 0,1 mg/m3) cevresel
kirlilik yaratan en onemli agir metaldir. 1920° lerde kursun bilesikleri (Kursuntetraetil
Pb(C;Hs),4) benzine ilave edilmeye baslanmistir ve bu kullanim alani kursunun ekolojik
sisteme yaymiminda énemli rol oynamistir (227.250 ton/y1l ABD). Giinlimiizde kursunsuz
benzin kullanimi ile atmosfere kursun yaymimi azalmakla beraber, kursunsuz benzin
bilesiminde bulunan bir¢ok birincil metal iiretim asamasindan atmosfere kursun ve

bilesiklerinin yaymimini devam ettirmektedir.

Kursun 20. yy.” da yiiksek oranlarda paslanmaya karsi oksit boya hammaddesi olarak
kullanilmigtir. Kursun oksidin hafif tatlimsi bir tadinin olmasi ¢ocuklarin bu boya
maddelerinin dokiintiilerini yemelerine ve dolayisiyla 6zellikle kursuna kars1 hassasiyetleri
daha fazla olan kii¢iik ¢ocuklarda ciddi problemlere sebep olmustur. Almanya ve diger

gelismis tlilkelerde 1971’ de boya maddelerindeki kursun kullanimi ¢ikarilmistir. Kursunun
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diger 6nemli kullanim alanlar1 ise; teneke kutu kapaklari, kursun-kalay alasimli kaplar,

seramik sirlari, bocek ilaglari, akiiler vb. alanlardir.

Kursunun viicutta absorbsiyonu ¢ocuklarda daha yiiksek olmakla beraber normalde % 5
gibi diisiik bir oranda gergeklesmektedir Bu oran dahi kalsiyum ve demir gibi bircok
mineralin viicut tarafindan emilimini azaltmaktadir. Kana karisan kursun buradan
kemiklere ve diger dokulara gitmekte ya da diski ve bobrekler yoluyla viicuttan
atilmaktadir. Kemiklerde biriken kursun zamana bagh olarak (yarilanma omrii yaklasik 20
yil) ¢ozilinerek bobreklerde tahribata neden olur. Kursun bir nevi nérotoksindir ve anormal

beyin ve sinir sistemi fonksiyonlarina sebep olmaktadir.

Bakir, viicut dokusunun yenilenmesinde ve kemik yapisinin saglamliginin siirdiiriilmesinde
gorevli enzimler i¢in gereklidir. Protein sentezlenmesinde ve enerji iiretiminde gorev alir.
Alyuvarlarin olusumuna katkida bulunur. Cinko ve C Vitamini kullanimi ile beyin ve sinir
sistemi saghigi i¢in gereklidir. Sa¢ ve deri saghg i¢in faydalidir. Bakirin asir1 dozda
alinmasi, viicutta bakir fazlaligi olusmasina neden olur. Bakir fazlaligi ise kanser riskini
arttirmasinin yani sira depresyon, sizofreni, bunaklik, hipertansiyon gibi ciddi zihinsel ve

bedensel rahatsizliklara yol agar.

1932’ den itibaren Japonya’da Chissos kimyasallari tarafindan civa igeren lagim Minimata
sahiline bosaltilmistir. Deniz iirlinlerinde biriken civa 1952 yilinda etkisini insanlar
tizerinde gostermistir. 1950' li yillarda bu ylizden yaklasik 500 insan hayatini kaybetmistir.

Sekil 2.5' de metallerin insan viicudundaki etki mekanizmalar1 gosterilmistir.
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KIMYASAL OLAYLAR

Sekil 2.5 Agir metallerin insan viicudundaki etki mekanizmasi (Duffus ve Worth 1996, Rether

2002, Kahvecioglu et al 2004).

2.3.3. Agir metal tayin yontemleri

Agir metallerin tayininde biyosensorler veya kimyasal sensorler haricinde, genellikle
spektroskopik, voltametrik ya da kromatografik yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler

diisiik konsantrasyonlardaki elementleri tayin edebilmelerine ragmen in-situ analizler icin
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2.3.4. Mikroorganizmalarin agir metalleri baglama ozellikleri

Bazi mikroorganizmalar, yiizeylerinde yliksek molekiiler agirlikli polifosfatlara benzeyen
gruplar1 ile metallerle kompleks olusturarak metali baglayabilmektedirler (Ting et al. 1991,
Scott ve Karonjkar 1992, Holan et al. 1993, Saglam ve Cihangir 1995). Bu fonksiyonel
gruplar amino, karboksilik, siilfidril, fosfat ve thiol gruplar1 olup metalleri baglamada farkl
afinite ve ozgiilliige sahiptirler (Naja et al 2005). Diger yandan hiicre duvarinda bulunan
proteinleri baglamak i¢in aktif bolgeler olusturmakta ve bu sekilde hiicrelerin metale karsi
ilgilerini arttirmaktadirlar (Bruins 2000). Cizelge 2.1 ‘de metal biyosorbsiyonunda

kullanilan baz1 mikroorganizmalar sunulmustur.

Biyosorbsiyon: Biyosorpsiyon metabolizma bagimli bir siire¢ oldugu i¢in hem 6lii hem de
canli hiicrelerde gergeklesebilir. Ancak genelde 6lii organizmalarla yapilan adsorbsiyon
islemine biyosorbsiyon denir. Olii ve canli hiicrelerin metal alabilme kapasiteleri
karsilastirildiginda ¢ogu durumda organizmanin iyon adsorblama yeteneginin 6lii durumda
daha yiiksek oldugu bulunmustur. Olii organizmalar sorbent olarak kullanildiginda rejenere

edilip yeniden kullanilmalar1 da miimkiin olmaktadir.

Biyosorbsiyonun bazi avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir:

- Biomasin tekrar kullanilabilmesi,
- Toksisiteden etkilenmeksizin agir metal giderimi,
- Kisa siirede sonug alma,

- Belki toksik olabilecek ikincil atiklarin olusmamasi.

Biyosorbsiyonda metal molekiilleri ilk 6nce hiicre duvarinin dis tarafindaki polimerlerle
kompleks olustururlar. Olii hiicrelerin biyosorbsiyonu canli hiicrelerden daha yiiksektir. Bu
durum fiziksel adsorbsiyonla gerceklesir. Biyosorbsiyon aslinda fiziksel ve kimyasal
adsorbsiyon, iyon degisimi, komplekslesme gibi bir¢ok pasif giderim proseslerini

adlandirmada kullanilan ortak bir terimdir.
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Metal aliminda ikinci basamak metabolik aktiviteye dayanir ve aktif giderim adini alir. Bu
asama yavas cereyan etmekte ve metaller hiicre membraninin transport 6zelligine bagl
olarak sitoplazmaya ge¢mektedirler. Genelde hiicre duvarlarina metal baglanmasi hizli ve
yiiksek verimlilikte olurken, hiicre sitoplazmasindaki bolgelerde ¢ok yavas ve diisiik

verimlilikte gerceklesmektedir (Volesky et al. 1993).

Biyobirikim: Sadece canli hiicrelerle gergeklesen adsorbsiyon islemidir. Biyosorbsiyon
yapabilen hiicreler agir metallerin etkilerinden korunmak igin g¢esitli mekanizmalar

gelistirmiglerdir, bu mekanizmalar:

o Metalin hiicre icine alinmamasi: Hiicre duvarinda, zarda veya duvar proteinlerinde
meydana gelen degisimler metalin hiicreye girisini engeller. Escherichia coli’ deki “porin”
denilen zar proteinlerinin yapisinin degismesi ile birlikte bakirin hiicre i¢ine alinmamasi
buna 6rnek olarak gosterilebilir. Bu durum siklikla tek gen mutasyonu ile agiklanmaktadir.
Bu mutasyonla zarin gecirgenligi azalir. Ayrica metallerin dis zara veya hiicre proteinlerine
spesifik olmayan sekilde baglanmasi da gegirgenligi azaltir. Bakterilerin dogal olarak
bulundurduklar1 ekstraseliiler polisakkarit kisim metal iyonlarin1 biyolojik olarak tutmakta

ve onlar1 hiicre bilesenleri ile etkilesimden korumaktadir.

o Metallerin hiicreden aktif olarak tasinmasi: Metaller aktif tasima yoluyla hiicre
disina pompalanirlar, bu mekanizma plazmit veya kromozom kokenli olabilir. Disari
pompalama sistemi ATP ‘ye bagimli ve ATP’ ye bagimsiz olarak ger¢eklesir. ATP bagimli
sistemlerde hidrolizle enerji elde edilitken, ATP’ ye bagimsiz sistemlerde zar potansiyeli
metal gecisi icin kullanilir. Ornegin Ar E. coli’ de ATP bagiml sitemle pompalanirken,

Staphylococcus aureus’ da Ar zar potansiyeli yardimiyla gecer (Nies 2003).

e Metalin proteinlere baglanmasi ile hiicre icinde tutulmasi: Bu mekanizma ile agir

metallerin hiicre i¢inde bir yerde birikmesi ve hiicresel organellerle etkilesmesi onlenir.

o Metallerin hiicre disinda tutulmasi: Saccharomyces cerevisia buyuk miktarda
glutatyonu bosaltarak nikel adsorbsiyonunu azaltir. Mayanin tasidigr metilglioksal geni

metallerin yogun oldugu bolgelerde ekstraseliiler glutatyon maddesi olusturur. Toksik
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metal bu komplekslere tutunur ve hiicreye giremez. Funguslarda bakir direnci saglanirken,
metal oksalat kompleksleri olusturmak {izere hiicre disina oksalat salgilandig

ispatlanmustir.

o Metalin daha az toksik forma doniistiiriilmesi: Bu sistem hicre iginde ve enzimatik
yollarla gergeklesir. Direng gram negatif ve gram pozitiflerde benzer genler tarafindan
saglanir. Bacillus cereus RC607 deki direnc ile ilgili olan mer A geninin Clostridiun
butiricum’ daki mer A genleri ile niikkleotit sekanslariin benzerligi %76. 8 ’den %100’ ¢
kadar degismektedir. Mer A genleri plazmit veya kromozom kokenli olabilirler (Chen-
Huang et al. 2003).

Metallerin sorbsiyon verimliliginde ortamda bulunan metal tiiriine ve sayisina, bu
metallerin kendilerine has Ozelliklerine bagli olarak sinerjik ve antagonistik etki
goriilmektedir (Volesky et al. 1993). Diger bir deyisle bir metal diger bir metalin birikimini
etkileyebilmektedir.
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Cizelge 2.1 Metal biyosorbsiyonunda kullanilan bazi mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar Metaller

Bakteri turleri

Enterobacter aerogenes

Pseudomonas aeruginsa Kadmiyum/ nikel
Citrobacter sp. Kadmiy m/ur nyum
Arthroba ter sp.

Maya turleri

Rhodotorula mucilaginosa

Saccharomyc s cere isia Cinko/ bakir/ uranium/
Sporobolomy es roseus kadmiyum
Kluyveromyc s max anus Bakar/ kobalt/ glimiis
Candida utilis

Fungus tarleri

Aspergillus versicolor

Neurospora crassa

Pleurotus ostreatus Nikel/ kadmiyum/ bakir/

Rhizopus arrhizus uranyum

Pe icillium spinusol m

Aspergillusn ger
gt rleri

Phorm dium sp.

Chlorella bomosphera

Chlorella vulgaris Krom/ ¢inko/ kursun/
scophyllu  nodosum Kobalt/ kadmiyum/ altin

Scenedesmus crinatus

Sargassum natans

(Aksu ve Kutsal 1991, Favero et al. 1991, Jang et al. 1991, Chang et al. 1992, Shravan et al. 1992,
Volesky et al. 1993, Sag ve Kutsal 1997, Kirowa- Eisner et al. 1999, Naja et al. 2005, Malik 2004,
Lin and Lai 2006, Aksu et al. 2009, Ertugrul et al. 2009, Perez- Silva et al. 2009, Tastan et al.
2010).
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e Metalin daha az toksik forma doniistiiriilmesi: Bu sistem hicre icinde ve enzimatik
yollarla gergeklesir. Direng gram negatif ve gram pozitiflerde benzer genler tarafindan
saglanir. Bacillus cereus RC607 deki direng ile ilgili olan mer A geninin Clostridiun
butiricum’ daki mer A genleri ile niikkleotit sekanslarinin benzerligi %76. 8 *den %100’ e
kadar degismektedir. Mer A genleri plazmit veya kromozom kokenli olabilirler (Chen-

Huang et al. 2003).

Metallerin sorbsiyon verimliliginde ortamda bulunan metal tilirline ve sayisina, bu
metallerin kendilerine has 0zelliklerine bagli olarak sinerjik ve antagonistik etki
gorilmektedir (Volesky et al. 1993). Diger bir deyisle bir metal diger bir metalin birikimini
etkileyebilmektedir.

2.4. Cevresel Sorunlar1 Denetlemek Uzere Gelistirilen Bazi Mikrobiyal Sensorler

Tanima yiizeyi olarak DNA’nin kullanildig1 biyosensorlere DNA biyosensorleri denir
(Mikkelsen 1996). DNA tanima yiizeyleri dizisi belli hibridizasyon olaylarinin
izlenmesinde (Wang et al. 1997) veya bu yiizey ile etkilesime giren analizlenecek
maddelerin (karsinojen maddeler, ilaglar) tayininde kullanilabilir (Brett et al. 1998). DNA
biyosensdrlerinin esast DNA hibridizasyonuna dayanmaktadir (Erdem et al. 1999). Islemin
ilk asamasi belirlenmek istenen hedef diziye karsilik gelen kisa bir baz dizilimine sahip
olan sentetik oligomerin elektrot yiizeyine baglanmasidir. Sonrasinda biyosensoriin hedefi
iceren bir O6rnek ¢ozeltisine daldirilmasiyla elektrot yiizeyinde hibrit olusumu saglanir.
Hibridizasyon elektrokimyasal veya optik bir transduser sinyali ile gézlemlenir (Ozs6z
2005).

Metal iyonlari i¢in segici katalitik 6zellik gosteren DNA sensorleri gelistirilmistir (Lu et al.
2003). Ancak DNA sensorlerinde biyolojik komponent bir nikleik asittir, boyle bir
komponentin ancak belli bir sicaklik ve pH araliginda kullanilabilmesi calismalari
sinirlayan faktorlerin basinda gelir. Ayrica genler tarafindan metale gosterilen tepki, metal

iyonlarinin konsantrasyon dl¢iimlerinde zorluklara neden olabilir.
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DNA biyosensorleri ¢evre saglhigini tehdit eden cesitli mikroorganizmalarin tayininde
kullanilmistir. Cevre sagligini tehdit eden sulardaki Cyanobacteria sinifindan Microcystis
cinsi mikroorganizmalarin biyosensorlerle tayini gergeklestirilmistir. Microcystin ile
gorlilen akut zehirlenmelerde, insan ve hayvanlarda oliim ile sonuglanan agir karaciger
hasart meydana gelmektedir (Carmichael 1998). Microcystin tayininde kullanilan yeni
elektrokimyasal biyosensor, Microcystis spp. mikroorganizmalarinin 16S ribozomal DNA’
daki (rDNA) baz polimorfizmine dayali 17 bazli tek zincirli (ss) oligoniikleotit olan probun
CPE ylizeyine tutturulmasi ile hazirlanmistir. Calismada hibridizasyon indikatorii olarak
kullanilan MB' nin (metilen blue) ¢ift sarmal DNA (ds DNA) ve tek sarmal DNA (ss
DNA) ile etkilesmesi, elektrokimyasal olarak incelenmis ve Microcystin spp.” ye iligkin
oligoniikleotitlerin tayini gerceklestirilmistir Baska bir calismada U(VI) ve Cd(II)’nin
tespiti i¢cin monoklonal antikorlardan faydalanilmistir (Khosraviani et al. 1998, Blake et al.

2004).

Yiiksek spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir. Enzim
biyosensorleri enzim aktivitesinin metallerle inhibisyonu temeline dayanirlar ve
Kirleticilerin dolayli tayinini saglarlar (Cowell et al. 1995, Rodriguez et al. 2004).
Saflastirillmis enzimler substrat veya inhibitdr tespiti igin ¢ok yiiksek spesifiteye sahip
olmalarina ragmen, enzim saflagtirmanin pahali olmasi ve uzun siirmesi, kofaktdr veya
koenzim ihtiyaci, bazen birden fazla enzime ihtiya¢ duyulmas: gibi nedenlerden dolay1
onemli dezavantajlari da beraberlerinde getirmektedirler. Uygun bir enzimin
bulunamamasi1 veya enzimin kararsiz olmasi veya birden ¢ok maddenin tayini
durumlarinda hiicre sistemleri ve tercihen mikroorganizmalar bu durumlarda ideal

alternatifler olmaktadirlar (Arikawa et al. 1998).

Bircok calisma genetik olarak degistirilmis mikroorganizmalarin, biyosensorlerin taniyici
bolgesi olarak kullanilmasinin miimkiin oldugunu gdstermistir (D’souza 2001). Bakteriler
degisik ceviricilerle birlestirilerek hiicresel tepkilerinin dl¢iilmesini saglayan bir sistemle;
toprak, su, sediment gibi degisik ¢evresel ortamlardaki toksisiteyi géstermek amaciyla
biyosensor olarak kullanilabilirler (Biran et al. 2003, Kroger ve Law 2005). Bu tiir
bakterilere ilgili toksik maddeye duyarli olarak, olgiilebilir sinyal iireten haberci veya
reporter genler (6rnegin; lux, gfp ya da lac Z genleri) eklenir (Lei et al. 2006). Bakteriyel

biyosensor toksik maddeye maruz birakildiginda, hiicre icerisinde meydana gelen bir seri
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biyokimyasal reaksiyon sonucu reporter genler tarafindan, fiziksel veya kimyasal
degisimin derecesini gosterebilen ve sistem tarafindan Olciilebilir bir cevap olusturulur
(Biran et al. 2003, Daunert et al. 2000, Tauriainen et al. 2000, Turpeinen et al. 2003).
Arsenik, kadmiyum, civa ve kursun gibi agir metaller ve metalloidler i¢in bu sekilde
bakteriyel biyosensorler gelistirilmistir. Bu tiir bakterilerde metale direng gosteren gen
bolgeleri, spesifik bir transkripsiyonal diizenleyici mekanizmanin kontrolii altindadir ve bu
mekanizma ancak metale maruz kalindigi zaman metal direncine spesifik proteinlerin

uretilmesine izin verir (Bontidean et al. 2000).

Metale diren¢ gosteren gen bolgeleri genellikle operonlarda veya plazmitler (izerinde yer
alirlar. Direng genleri kontrollii bir sekilde ve ancak hiicreler metale maruz kaldig1 zaman
ifade edilmeye baslarlar. Bu yiiksek hassasiyetlerinden dolayi, ilgili gen bolgelerinden elde
edilebilecek flizyon genler toksik metalleri algilayan biyosensorlerin gelistirilmesi

amaciyla kullanilabilirler (Ramanthan et al. 1997).

Biyoliiminesans canli mikroorganizmalar yoluyla 151¢in emilimi sonucu ortaya cikar.
Biyosensorlerde es zamanli sonug elde edilmesinde ¢cok dnemli bir role sahiptir. Bakteriyel
liiminesansdan sorumlu bir gen olan lux geni bu alanda en ¢ok kullanilan genlerden biridir.
Lux geni, ilgilenilen analitin konsantrasyonuna bagli olarak regiile edilen bir promotorla
birlestirilir. Bu sekilde istenilen analitin konsantrasyonu, transduser tarafindan kaydedilen
biyoliiminesans miktarina gore belirlenmis olur (Rensing ve Maier 2003, Belkin 2003).
Vibrio fischeri metale maruz birakildiginda, aktive olan lusiferaz enzimi ile lux gen
bolgelerinden haberci genlerin ifade edilmesi sonucu, mikroorganizmanin dogal
1simasindaki absorbansin Slgiilmesi ile ticari olarak toksik metallerin tespiti yapilmaktadir
(Corbisier et al. 1993, Ramanathan et al. 1997). Liiminesant bakteri 1simasindaki
azalmanin tespiti yontemiyle c¢alisan Microtox toksisite Ol¢iim sistemi, ABD’de ve
Kanada’da 90’dan fazla kamusal i¢gme suyu aritma tesisinde kullanilmaktadir. Microtox
teknolojisi, Vibrio fisheri olarak bilinen bakteriyi kullanir. Bunun sebebi, tiir olarak bu
bakterinin bir¢gok kimyasala karsi hassas olmasidir. Bu mikroorganizma normal
metabolizma sirasinda 11k {irettigi icin bu isleme ¢ok uygundur. Numunedeki toksik
maddeler, organizmalarin metabolizmasini ters yonde etkiler ve liiminesansta azalmaya
neden olur. Bunun anlami; organizmanin daha az 1sik iiretmesidir. Normal kosullarda bu

organizmalardan yayilan 1s1k sabittir ve uygun bir liiminometre ile kolaylikla 6l¢iilebilir.
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Sudaki toksisitenin yiikselmesi, 1sikta azalmaya yol acar ve bu da Microtox tarafindan

Olgiilerek toksisite analizi yapilir.

Otrofikasyon olayr deniz sularinda nitrojen ve fosfor basta olmak iizere alglerin ve diger
deniz bitkilerinin hizla ¢ogalmasina neden olan asir1 besin artigidir. Bu bitkiler 6ldiigiinde
ortaya ¢ikan bakteriler oksijeni azaltarak balik ve diger deniz canlilarini 6ldiirmektedir.
Cok ileri durumlarda baliklar ve diger canlilarin kitlesel Oliimleri goriilebilmektedir

(http://www.bsm.gov.tr, 2011). Organik atigin mikrobiyal bozunmasi; amonyak, nitrat,

nitrit, fosfat ve diger inorganik maddelerin agiga ¢ikmasi 6trofikasyon olusumunun baslica
nedenleridir. Atiklarin denizel ortama girisi sadece su kalite parametrelerini degistirmekle
kalmayip bentik canlilar1 etkilemekte habitat degisimine neden olmakta ve Otrofikasyon
riskini artirarak alanin hassas alan haline gelmesine neden olmaktadir. Denitrifikasyon
olayi, elverisli oksijen diizeyinin diisiik oldugu ve kolayca ayrisabilen organik madde
miktarinin fazla oldugu kosullarda ortaya ¢ikmaktadir (Brohi ve Karaman 1995). Bu tiir
sorunlarin biyolojik olarak kisa zamanda ve ucuz maliyetle tespiti i¢in immobilize edilmis
denitrifikasyon bakterilerini iceren bir biyosensor gelistirilmistir. Kullanilan bakteri nitroz
oksit rediiktaz enzimini icermemekte ve nitrati direkt olarak nitroz oksite gcevirmektedir.
Ortamdaki nitrdéz oksit miktar1 sensor tarafindan algilanmakta ve elektrokimyasal bir
cevirici yardimi ile kaydedilebilmektedir (Kroger ve Law 2005). Yapilan biyosensoriin
ticari olarak {iretimini baslatan Unisense sirketi 2000 yilinda Danimarka Patent Odiiliinii

almstir.

Toplam nitrit ve nitrat iyonlar1 veya sadece nitrit iyonlari, iyon gegirgen zardan molekiiler
diftizyon yoluyla gecerek biyolojik tabakaya ulasirlar. Biyolojik tabakada aktif halde
bulunan denitrifikasyon bakterileri sayesinde iceri giren iyonlar nitréz oksite cevrilirler.
Denitrifikasyon icin gerekli olan elektron vericiler sensodr icindeki bir hazneye
yerlestirilmiglerdir. Nitr6z oksit, sadece gazlari geciren silikon zar vasitasiyla
elektrokimyasal tabakaya gecer ve olusan sinyaller Picoammeter ile dl¢tilerek kaydedilir.
Biyolojik tabakanin degistirilebilir olmasi1 ve elektrokimyasal ¢eviricinin yiiksek stabilitesi
ile uzun dmdarld bir biyosensor olusur. Bu biyosensorle deniz suyu, tatli su, ¢amurlu su,
toprak ekstraktlari, sivi giibre gibi bir¢ok cevresel drnekte giivenilir tayinler yapilabilir

(Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Unisense nitrat biyosensoru (http://www.unisense.com, 2011)

Cevrede agir metal kaynakli ortaya c¢ikan toksisite metallerin biyolojik olarak algilanabilen
konsantrasyonlarina baghidir. Biyoliiminesant mikrobiyal biyosensorler kullanarak,
biyolojik olarak algilanabilen metal konsantrasyonlarini belirlemek {izere yogun sekilde
caligmalar yapilmaktadir. Tibazarwa et al. (2001) cnrYXH regiilator genleri ile
biyoluminesant 6zellik gdsteren luxCDABE haberci genlerini Ralstonia eutropha AE2515
susunda birlestirmis ve bu susu Ni(Il) ve Co(Il) ‘nin topraktaki algilanabilir
konsantrasyonlarini tespit etmek {izere kullanmistir. Topraktaki bakiri izlemek {izere

genetik olarak degistirilmis Pseudomonas fluorescens kullanilmistir (Petersen et al. 2001).

Cr(VI) tespiti icin hem bakteriyel temelli hem de enzim inhibisyonuna dayanan
biyosensorler gelistirilmistir. Bakteriyel biyosensorle Cr(VI) tespiti icin Ivask et al. (2002)
ve Peitzsch et al. (1998) Alcaligenes eutrophus olarak da bilinen, rekombinant luminesant
Ralstonia metallidurans susunu kullanmiglardir. Bir bagka bakteriyel sensor ¢alismasinda
Cr(VI) ve dikromatin dolayli amperometrik tespiti igin Acidhiobacillus ferrooxidans
kullamlmistir (Zlatev et al. 2006). Inhibe edilmis enzim temelli biyosensorler igin

hekzokinaz ve piruvat kinaz gibi enzimlerle ¢aligmalar yapilmistir (Cowell et al. 1995).
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Elektrokimyasal yontemlerle gelistirilen bir biyosensorde ise Cd(I) ve Zn(II) iyonlarinin
tespiti yapilmistir. Ancak bu c¢alismada daha Once bahsedilenlerden farkli olarak
mikroorganizma dogrudan kullanilmamistir. Agir metallere baglanma 6zelligi oldugu
bilinen fitokelatin molekull ile bir elektrot yizeyi modifiye edildikten sonra, érnek
sollisyonlardaki agir metallerin fitokelatin yiizeye baglanmasi ile olusan etkilesim
elektrokimyasal olarak Sl¢iilmiis ve ilgili biyosensoriin agir metal tayini i¢in hizli ve ucuz

bir yontem oldugu belirtilmistir (Adam et al 2005).

Bunlarin disinda basing degisimini izleyen biyosensorlerde gelistirilmistir. Tasinabilen ve
atik sudan dogrudan toksisite analizi yapilmasini saglayan bir arag¢ olarak gelistirilen bu
biyosensor “baroxymeter” olarak isimlendirilmistir. Biyosensoriin calisma prensibi
bakteriyel solunuma bagli olarak ortaya ¢ikan basing degisiminin algilanmasi seklindedir

(Tzoris 2005).

Atiksu aritiminda kullanilan bitkilerdeki inhibitor etkileri izlemek Uzere, mikrobiyal
solunum sonucu olusan CO;’ in siirekli Ol¢iimiine dayanan bir metot gelistirilmistir.
Biyolojik komponent olarak aktif camur bakterilerinin kullanildigi bu yontemde, solunum
aktivitesinin toksik maddelerle diismesi sonucu, azalan CO, konsantrasyonu, CO,’ in

kiz1l6tesi analizini yapan bir cihazla dl¢tilmistiir (Aivasidis 2002).

Chouteau et al. (2004) su 6rneklerindeki agir metal iyonlarinin ve bazi pestisitlerin tayini
icin bienzimatik konduktometrik biyosensor tasarlamak (zere Chlorella vulgaris
kiiltiiriinden yararlanmistir. Algal kiiltiiriin tUrettigi alkalenfosfataz ve asetilkolin esteraz
enzimlerinin farkli toksik bilesikler tarafindan inhibe edildigi belirtilmistir. Calismalar
bienzimatik biyosensorin Cd(Il) ve Zn(ll) iyonlarma karsi ¢ok hassas oldugunu
gosterirken Pb(II) bienzimatik biyosensorler tarafindan algilanamamigtir. Diger taraftan
canlt algal kiiltiir kullanilarak ve optikal floresansin Ol¢limiine dayanan denemelerinde
Pb(II)’ nin tutuklanmamais algal kiiltiir tarafindan tayin edilebildigi goriilmistiir. Pestisitler
icin yapilan denemelerde parathion ve karbofuranin metilin tersine paraparaoxon metilin
C. vulgaris’ in asetil kolin esteraz aktivitesini inhibe ettigi goriilmiistiir. Hem agir metal
iyonlarin1 hem de pestisitleri iceren ortama maruz birakilan biyosensorlerden elde edilen

sonuglarda herhangi bir sinerjitik veya antagonistik etki gézlenmemistir. Sonug olarak bu
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sekilde tasarlanan bienzimatik biyosensdriin sulardaki agir metal iyonlarmin ve bazi
pesitisitlerin tayininde kullanilabilecegi belirtilmistir. Algal hiicrelerin tutuklanmasi igin

BSA (Bovin Serum Albiimin) ve ¢apraz baglayici olarak da glutar aldehit kullanilmustir.

Corbisier et al. (1999) cevredeki agir metal iyonlarina karsi yiiksek spesifiteye sahip
biyosensorler gelistirmek amaciyla yaptigi ¢aligmada, birbirine paralel iki strateji takip
etmistir. Ilk stratejisi biyolojik olarak algilanabilen metale maruz kaldiginda
biyoliiminesant veya floresant 1s1ma yayan bir whole-cell” biyosensor tasarlamaktir. Bu
tasarim i¢in farkli kaynaklardan elde ettigi, metalle indiiklenen promotor boélgeleri ile
calismis ve olusturdugu promotor kasetlerinin segiciligini tespit etmek iizere luxCDABE
haberci genlerini kullanmistir. Elde ettigi “whole-cell“ biyosensorlerin duyarliligini ve
omriinii farkli tutuklama matrisleri deneyerek arastirmistir. ikinci stratejide metal baglayici
proteinlerle, degisik metallerin dogrudan temasini incelemis ve kapasitans degerlerini
karsilastirmistir. Bu sekilde elde ettigi protein bazli biyosensorlerle metallotiyonin, Merkiir
regiilatér proteini ve mer R gibi proteinlerin agir metale maruz kaldiktan sonraki
kapasitans degisimlerini ¢alismistir. Deneyler sonucunda metale bagimli olarak indiiklenen
dort farkli prmotor kaseti gelistirilmistir. Promotorlarin Cu(Il), Cr(VI)/Cr(IIl) ve Pb(Il) ye
kars1 duyarli bulunmalari, izlenilen yaklagimlarin dogrulugunu gostermistir. Ayni1 metaller
icin yapilan protein bazli biyosensor denemelerinde ise artan metal konsantrasyonlarina
kars1 kapasitansin degisimi gézlenmistir. Her iki yaklasimdan elde edilen sonug¢larda metal
spesifik protein biyosensorlerin “whole cell” biyosensorlere gore daha spesifik olduklari,
ancak whole cell biyosensorlerin de metallerin sadece biyolojik olarak algilanabilen
miktarlarimi 6l¢melerinden dolay: avantajli oldugunu belirtmislerdir. Yapilan benzer bir
calismada (Bontidean et al. 2000) Synecoccus ‘dan izole edilip saflastirilan metale direngli
proteinler Hg(11), Cu(ll), Zn(ll) ve Cd(Il) metallerini tespit etmek tizere kullanilmis ve
kapasitans degisimlerinin dl¢limlerine gore alinan sonuglarda farkli metaller arasinda ¢ok
fazla secicilik gozlenmedigi igin, protein temelli tasarlanan ilgili biyosensdriin pratik
caligmalar i¢in heniiz yeterli olmadig1 ancak ¢alismanin orijinal olmasi nedeniyle daha ¢ok

denemeye gereksinim duyuldugu belirtilmistir.

2006 yilinda yapilan bir ¢calismada (Michel et al. 2006) Sitokrom c3 enzimini temel alan
amperometrik bir biyosensorle Cr(VI) nitelik ve nicelik tayini yapilmis, ayn1 zamanda

biyosensoriin verimliligini etkileyen sicaklik, iyon araligi, oksijen, metaller, bikarbonat ve
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stilfat gibi dis kosullarin etkisi arastirilmistir. Biyosensoriin cevap hizinin 9-25 C° ile
yapilan Olgiim araliginda sicaklik arttikga artigi goriilmiis ve optimum pH 7.6 olarak
belirlenmigtir. 0-0.2 M iyon araliginda; 0.1 M’ a kadar duyarliligin diistiigii, daha ytiksek
degerlerde ise sabit kaldig1 tespit edilmistir. Coziinmiis oksijen, konsantrasyon tayinine
engel oldugu icin sisteme nitrojen gazi salimimi Onerilmistir. Bikarbonatin biyosensor
performansi lizerine etki etmedigi ve Mn(VII), Mo(VI), V(V), W(VI) gibi metallere kars1
biyosensoriin ¢ok diisiikk duyarliliga (kroma gore) sahip oldugu bulunmustur. Gelistirilen
biyosensérin Cr(VI) disindaki metallere diisiik duyarlilikla da olsa baglanabilmesi,
biyosensoriin hassasiyetini diisiirse de, daha ileriki sathalarda gelistirilen biyosensoriin
disiik siilfat icerikli yer alti sularinda kromatin miktar tayini i¢in kullanilabilecegi

Onerilmistir.

Biyosensorler kontaminantin toplam miktarint degil sadece biyolojik olarak algilanabilen
miktarini Olgerler. Biyosensorle yapilan dlgiimleri kontrol etmek i¢in kursunun biyolojik
olarak algilanabilir miktarin1 diisiirdiigii bilinen bir selat ajan kursunlu soliisyona
eklenmistir. Selat ajan iceren kursun sollisyonundan alinan ol¢tim degerleri, sadece kursun
iceren soliisyondan alinan dl¢iim degerleri ile karsilagtirllmigtir. Soliisyondaki algilanabilir
kursun konsantrasyonu diistiikce biyosensoriin {irettigi liiminesans 1s181in da diistiigii
kaydedilmistir. Bu sonug¢ biyosensoriin, kontaminantin biyolojik olarak algilanabilen
miktarma karsi duyarli oldugunu ve liiminesansin da bu miktara bagl tepki verdigini

gOstermektedir (Tauriainen et al. 2000).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Calismalar siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve kullanim amaclari asagida

siralandig gibidir.

Kullanilan madde Kullanim amaci

Agar Mikroorganizmalarin uzun siireli muhafazalar i¢in hazirlanan

stok besiyeri ortamlarina katilastirma amaciyla eklenmistir.

Amonyak Destek elektrolit ¢ozeltilerinin etkilerinin arastirilmasi sirasinda,

amonyak ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin kullanilmustir.

Amonyum Klorr Destek elektrolit ¢ozeltilerinin etkilerinin arastirilmasi sirasinda,
amonyak kloriir tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasi igin

kullanilmistir.

Asetik asit Asetik asit/ sodyum asetat tampon ¢ozeltisi yapiminda

kullanilmistir.

Azot gazi Olgiim soliisyonlarindaki ¢dziinmiis gazlarin uzaklastirilmasinda

kullanilmistir.

Bakair nitrat Uygun konsantrasyonlarda hazirlanarak hedef madde olarak

kullanilmistir.
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Cinko nitrat

Etanol

Formaldehit

Glukoz

Grafit tozu

Hidroklorik asit

Kobalt nitrat

Kursun nitrat

Mineral yag

Nikel nitrat

Nitrik asit

Nutrient broth

Patates dekstroz agar

Pepton

Girisim etkilerinin arastirilmasinda kullanilmistir.

Bazi sterilizasyon islemlerinde kullanilmistir.

R. arrhizus' un inaktive edilmesinde kullanilmastir.

Mikroorganizma gelistirme besiyerinde kullanilmustir.

Karbon pastasi yapiminda kullanilmistir.

pH ayarlamalarinda kullanilmastir.

Girigim etkilerinin arastirilmasinda kullanilmastir.

Uygun konsantrasyonlarda hazirlanarak hedef madde olarak

kullanilmaistir.

Karbon pastasi yapiminda kullanilmistir.

Girigim etkilerinin arastirilmasinda kullanilmistir.

pH ayarlamalarinda kullanilmistir.

Bakteri Uretiminde ana besiyeri olarak kullanilmustir.

Saf kiiltiirleri stoklamak amaciyla kullanilmistir.

Mikroorganizma gelistirme besiyerinde kullanilmistir.
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Potasyum hidroksit

Doygun potasyum

klorir

Sodyum asetat

Sodyum hidroksit

Sodyum nitrat

Tris hidroklorik asit

Trisma base

Yeast

pH ayarlamalarinda kullanilmistir.

Referans elektrodun hazirlanmasi/muhafazasi sirasinda

kullanilmustir.

Asetik asit/ sodyum asetat tampon ¢ozeltisi yapiminda

kullanilmastir.

pH ayarlamalarinda kullanilmastir.

Destek elektrolit ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

Destek elektrolit ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

Destek elektrolit ¢ozeltisi yapiminda kullanilmisgtir.

Mikroorganizma gelistirme besiyerinde kullanilmistir.

3.1.2. Kullamilan mikrobiyolojik materyaller

Calismada mikrobiyolojik materyal olarak kullanilan R. mucilaginosa, R. arrhizus ve P.

aeruginosa isimli mikroorganizmalar Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji

Arastirma Laboratuar1 Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmistir. Ilgili tiirlere ait bilimsel

siniflandirma Cizelge 3.1.' de verildigi gibidir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikrobiyal tiirlerin bilimsel siniflandiriimalari

R. mucilaginosa R. arrhizus P. aeruginosa
Alem Fungi Fungi Bacteria
Sube Basidiomycota Zygomycota Proteobacteria
Simif Sporidiales Zygomycetes Gamma Proteobacteria
Takim  Sporidiobolaceae Mucorales Pseudomonadales
Familya Pseudomonadaceae = Mucoraceae Pseudomonadaceae
Cins Rhodotorula Rhizopus Pseudomonas

3.1.3. Kullanilan cihazlar ve techizatlar

Calismalar siiresince kullanilan tiim cihaz/techizatlar ve kullanim amaclar1 asagida

verildigi gibidir.

Cihaz/Techizat
Ag/ AgCl referans

elektrot

Buzdolabi

Etiv

Marka
CHI660B

Arcelik

Nlve

Kullanim amaci

Elektrokimyasal ¢alismalarda referans elektrot

olarak (doygun KCl) kullanilmistir.

Cozeltilerin ve mikroorganizmalarin

muhafazasinda kullanilmistir.

Mikroorganizmalarin sicaklikla kurutulmasinda ve
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FN400 baz1 sterilizasyon islemlerinde kullanilmigtir.

Inkiibator Innova Mikroorganizma tiretimlerinde kullanilmigtir.
(Calkalamalr) 4230
Inkiibatér Memmert Mikroorganizma tiretimlerinde kullanilmistir.
(Statik)
Karbon pastasi - Temel ¢alisma elektrodu olarak kullanilmistir.
elektrodu
Liyofilizator Edwards Mikroorganizmalarin liyofilizasyonunda
kullanilmistir.
Manyetik karistirict  VELP Elektrotlarin sartlandirilmasinda kullanilmistir.
Otoklav ALP Sterilizasyon iglemlerinde kullanilmistir.
PH metre Consort Besiyeri ve elektrolit ¢ozeltilerinin
p500 hazirlanmasinda kullanilmgtir.
Platin tel CHI660B Karsit elektrot olarak kullanilmustir.
Potansiyostat CHI660B Elektrokimyasal dl¢iimlerin yapilmasinda
kullanilmustir.
SEM- EDS JEOL JSM-  Yiizey degisimlerinin gdzlenmesinde ve elementel
7000F analizde kullanilmigtir.

Sogutmal1 santrifiij MPW 351R Besiyerinden mikroorganizmalarin ayrilmasinda
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Spektrofotometre

Terazi

Distile su cihazi

Vortex

Shimadzu

Metler

GFL

STUART

Mikroorganizma gelisiminin belirlenmesinde

kullanilmistir.

Bazi kimyasallarin ve mikroorganizmalarin

tartiminda kullanilmastir.

Cesme suyunun distile edilmesinde kullanilmistir.

Ornekleri karistirmak amaciyla kullanilmugtir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Destek elektrolit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

3.2.1.1. Amonyak c¢ozeltisi

0.5 M’ Iik NH; ve NH4Cl c¢ozeltilerinden sirasiyla 0.24 ml ve 999.76 ml alinarak
karistirllmis, uygun pH degerlerini ayarlamak tiizere 0.1 M’ lik NHj ve/veya HCI

kullanilmustir.

0.5 M NHs: 37.84 ml NH3 1000 ml distile suyla tamamlanarak hazirlanmistir.

0.5 M NH,4CI: 26.745 g NH,4C1 1000 ml suda ¢oziinerek hazirlanmistir.

3.2.1.2. Asetik asit sodyum asetat tampon ¢ozeltisi

0.5 M’ Iik CH3COOH ve CH3COONa ¢ozeltilerinden sirastyla 217.39 ml ve 782.61 ml
alinarak karistirilmis, uygun pH degerlerini ayarlamak iizere 0.1 M’ Iik NaOH ve/veya HCI

kullanilmistir.

05 M CH3;COOH: 2850 ml CH3;COOH 1000 ml distile suyla tamamlanarak

hazirlanmastir.

0.5 M CH3COONa: 70 g NH4Cl1 1000 ml suda ¢oziinerek hazirlanmustir.

3.2.1.3. Tris hidroklorik asit (Tris-HCI) tampon ¢ozeltisi

60.7 g Trizma base 1000 ml suda ¢oziinerek hazirlanmistir ve uygun pH degerini elde

etmek iizere konsantre HCI ¢6zeltisi kullanilmastir.
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3.2.1.4. Sodyum nitrat ¢ozeltisi

42 g NaNOs 1000 ml suda ¢oziinerek hazirlanmistir, uygun pH degerlerini ayarlamak
tizere 0.1 M’ lik KOH ve/veya HNO3 kullanilmistir.

3.2.1.5. Hidroklorik asit ¢ozeltisi

0.1 M HCI hazirlamak {izere %37’ lik HCI ¢ozeltisinden 80.28 ml alinarak, iizeri son

hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmuistir.

3.2.1.6. Nitrik asit ¢ozeltisi

0.1 M HNO3; hazirlamak tizere %65’ lik HNO3 ¢ozeltisinden 6.93 ml alinarak, {izeri son

hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmustir.

3.2.2. Agir metal soliisyonlarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan Pb(II), Cu(Il), Zn(II), Ni(II) ve Co(Il) agir metalleri, ilgili metal
nitrat tuzlarindan son konsantrasyonlart 0.1 M olacak sekilde stok c¢ozeltiler halinde
hazirlanmistir. Stok agir metal ¢ozeltileri, hassas terazide Pb(NO3),' den 0.33 g, Cu(NOs),'
den 0.22 g, Zn(NO3),' den 0.19 g, Ni(NO3),' den 1.44 g ve Co(NO3),' den 1.44 g tartilarak,
son hacimleri 10 ml olacak sekilde hazirlandiktan sonra, agzi1 kapali koyu renkli cam
siselerde serin yerde muhafaza edilmislerdir. Farkli konsantrasyonlardaki agir metal

soliisyonlar ise stok ¢ozeltilerden uygun oranlarda seyreltme yapilarak hazirlanmistir.
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3.2.3. Mikrobiyolojik materyallerin hazirlanmasi

3.2.3.1. R. mucilaginosa’ nin hazirlanmasi

Calismalarin  yapildig1r laboratuar kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve daha Onceki
calismalarda Cu(II)' a ilgisi oldugu tespit edilen (Ertugrul et al. 2009) ve bir maya tiirii olan

R. mucilaginosa susu sensér yapiminda biyolojik materyal olarak kullanilmistir.

Stok olarak kullanilan PDA besiyerinden alinan 6rnekler 100 ml YPG besiyeri igeren (pH:
5) 250 ml' lik erlenlerde 30 °C' de ve 100 rpm hizla ¢alisan inkiibatérde 8 giin siireyle
gelistirilmis ve optik yogunluklar1 spektrofotometrik olarak(ODggo) takip edilmistir. Bu
sekilde besiyerine alistirilan ve gelismeleri kontrol edilen maya hiicreleri 400 ml besiyeri
iceren 1000 ml' lik erlenlere 1 /100 ml oraninda inokiile edilmistir. 5 giinliikk inkiibasyon
stiresi sonunda elde edilen biyokiitle 5000 rpm de 10 dk boyunca santrifiijlenerek besiyeri
ortamindan ayrilmistir. Biyokiitle tizerindeki besiyeri artiklarini uzaklastirmak igin distile
su ile yikama yapilarak ayni kosullarda 2 kere daha santrifiij islemi gerceklestirilmistir.
Elde edilen biyokiitle liyofilize edilerek cam kaplarda kullanilana kadar muhafaza

edilmistir.

3.2.3.2. R. arrhizus’ un hazirlanmasi

Calismalarin yapildigi laboratuar kultir koleksiyonunda bulunan ve literatiirde kursuna
yiiksek ilgisi oldugu belirtilen (Sag ve Kutsal 1997, Naja et al. 2005) R. arrhizus isimli kuf

mikrobiyal sensdr yapiminda biyolojik materyal olarak kullanilmistir.

Stok olarak kullanilan Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerinden alinan R. arrhizus 100
ml Yeast Peptone Glucose (YPG) besiyeri iceren (pH: 5) 250 ml lik erlenlerde durgun
ortamda 7 giin siireyle gelistirilmistir. Gelisen kiiltiir erlenden alinarak 2 kere distile su ile
yikanmig ve sonra %1’ lik formaldehit ¢6zeltisi kullanilarak inaktive edilmistir. Elde edilen

biyokiitle 110 °C de 24 saat kurutulduktan sonra (Aksu ve Gilen 2002) toz haline
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getirilerek sensor yapiminda kullanilmistir. Kullanim disinda cam kaplarda serin ortamda

muhafaza edilmistir.

3.2.3.3. P. aeruginosa’ nin hazirlanmasi

Calismalarin yapildig1 laboratuar kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve literatiirde kursuna
yiiksek ilgisi oldugu belirtilen (Chang et al. 1992, Lin and Lai 2006) P. aeruginosa isimli

bakteri mikrobiyal sensor yapiminda biyolojik materyal olarak kullanilmistir.

Stok olarak kullanilan NA besiyerinden alinan hiicreler 100 ml NB besiyeri iceren (pH: 7)
250 ml’ lik erlenlerde 35 °C' de ve 120 rpm hizla calisan inkiibatérde 3 giin siireyle aktive
edilmistir. Aynm1 kosullarda yiliksek hacimde gelistirilen bakteriyel biyokiitle 10.000 rpm’
de 5 dk siireyle santrifiijlenerek besiyeri ortamindan ayrilmistir. Ayrilan pellet, tizerindeki
besiyeri artiklarindan arindirilmak tizere iki kere distile su ile yikanmis ve cam petrilerde
70 °C' de 36 saat siireyle kurutulmustur. Kurutma siireci sonunda cam petrilerden gelik
spatiillerle kaldirilan kuru kiitle porselen havanda toz haline getirilene kadar inceltilmistir.

Kullanim diginda cam kaplarda serin ortamda muhafaza edilmistir.

3.2.4. Karbon pastasimin hazirlanmasi

Deneyler siiresince taze olarak hazirlanan karbon pastasi cam kaplarda her 900 g grafit
tozu i¢in pastor pipetleriyle yaklasik 20 damla mineral yag kullanilarak hazirlanmigtir.
Hazirlanma siiresince homojen dagilmis bir yap1 elde etmek lizere karigtirma siiresi 10-15

dk arasinda degismistir.

Mikrobiyal hiicrelerle modifiye edilen karbon pastasinin yapiminda oncelikle grafit tozu ve
uygun miktarda tartilan mikrobiyal kiitle karistirilmig, mineral yag son asamada ilave

edilerek pasta haline getirilmistir.

Modifiye karbon pastalari, her 100 mg grafit tozu igin, sicaklikla kurutulmus R. arrhizus
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hicrelerinden 10 mg, liyofilize R. mucilaginosa hucrelerinden ve P. aeruginosa

hiicrelerinden 5' er mg (%w/w) igerecek sekilde hazirlanmistir.

3.2.5. Calisma elektrotlarinin hazirlanmasi

Calisma elektrodu olarak ¢apt 5 mm, boyu 7 cm olan ve elektriksel iletkenligi saglamak
i¢in i¢ kisminda piring bir tel bulunduran teflon elektrot kullanilmistir. Elektrodun ug¢ kismi
karbon pastasinin yerlestirilmesi i¢cin 3 mm cap ve derinlikte bir hazneye sahiptir. Tum

calismalar ayn1 ¢aligma elektroduyla gergeklestirilmistir.

Hazirlanan karbon pastasi, elektrodun govdesine celik bir spatil yardimi ile
yerlestirildikten sonra yiizeyi kaygan ve diiz bir zeminde piirlizsiizlestirilmistir. Kontrol
olarak, mikrobiyal kiiltiir icermeyen ancak ilgili agir metali iceren destek elektrolit
soliisyonlarinda sartlandirilan ve mikrobiyal kiiltiir iceren ancak metal igermeyen destek
elektrolit ¢ozeltilerinde sartlandirilan elektrotlar kullanilmistir. Bu sekilde, kullanilan
mikrobiyal tiirlerin ve agir metallerin elektrokimyasal alanda olusturdugu farklar kontrollii

bir sekilde gozlenmistir.

3.2.6. Analiz yontemleri

3.2.6.1. Mikroorganizmalarin gelisimlerinin belirlenmesi

Yukarida belirtilen kosullarda inkiibe edilen R. mucilaginosa’ nin gelisimi erlenlerden
inkiibasyon siiresi boyunca her giin 6rnek alinarak, spektrofotometrik yontemle 600’nm de
Olgiilerek takip edilmistir. Alinan Ornekler 5.000 rpm' de santrifiijjlendikten sonra
siipernatant kisim atilmig, kalan pellet kismi fizyolojik tuzlu su ile tamamlanip karistiricida

calkalanarak ve gerektigi durumda seyreltilerek ol¢timii gergeklestirilmistir.
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3.2.6.2. Doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak yapilan ¢alismalar

Hedef agir metallerin hangi potansiyel araliginda nasil bir elektrokimyasal davranig
sergiledigini gozlemlemek iizere; basit, giivenilir ve kisa siirede cevap veren, avantajli bir
yontem olmasi sebebiyle elektrokimyasal g¢alismalarda siklikla kullanilan doniisiimli
voltametri teknigi kullanilmistir. Olgiimlerden once elektrokimyasal hiicreden 1-3 dk
boyunca azot gazi gegirilerek, igerisindeki ¢Oziinmiis gazlarin giderilmesi saglanmistir.
Elde edilen bilgiler dogrultusunda ilgili analitin hangi potansiyelde optimum cevab1 verdigi
gozlemlenerek sonraki ¢alismalara bu potansiyel araligi temel alinarak devam edilmistir.
Her bir mikrobiyal tiir i¢in uygulanan doniisiimlii voltametri parametreleri asagida

belirtildigi gibidir:

R. mucilaginosa ile yapilan doniistimlii voltametri ¢alismalari:

Doniistimli voltametri ¢alismalar i¢in R. mucilaginosa ile modifiye edilmis ve edilmemis
iki farkli karbon pastas1 kullanilmistir. Modifiye karbon pastasi; 5.0 mg liyofilize edilmis
R. mucilaginosa, 30 mg mineral yag ve 65 mg grafit tozu, non-modifiye pasta; 30 mg
mineral yag ve 70 mg grafit tozu ile hazirlanmistir. Hazirlanan pastalar elektrot iizerindeki
bosluga doldurulmus ve elektrot yiizeyi kagit iizerinde diizgiinlestirilerek kullanilmistir.
Sartlandirma 1.0x10° M Cu (Il). iceren 15 ml 0.05 M NaNO; cozeltisinde, strekli
kanigtirmali ortamda 15 dk siireyle gerceklestirilmistir. Sartlandirmadan sonra ylizeyi
distile suyla dikkatlice yikanan elektrotlar klasik ti¢ elektrotlu elektrokimyasal 6l¢iim
hiicresine yerlestirilmis ve +0.6 ile -0.8 V araliginda, 100 mV/s tarama hizinda analizleri
yapilmistir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl ve karsit elektrot olarak platin tel
kullanilmistir. Esit kosullarda sartlandirilan modifiye ve non-modifiye -elektrotlarin
dontisiimlii  voltametri sonuglar1 karsilagtirilarak mikrobiyal materyalin agir metal

adsorbsiyonundaki etkisi gozlenmistir.

R. arrhizus ile yapilan déniisiimlii voltametri ¢alismalari:

Modifiye karbon pastasi; 10 mg sicaklikla kurutulmus R. arrhizus, 90 mg grafit tozu ve

uygun miktarda parafin yaginin homojen bir sekilde karistirilmasi ile hazirlanmig, 5 mm
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capindaki elektrot govdesine yerlestirilmis ve yiizeyi piiriizsiiz hale getirildikten sonra
kullanilmistir. Non-modifiye elektrot i¢in hazirlanan karbon pastasina mikrobiyal
biyokiitle eklenmemistir. Doniisiimlii voltametri caligmalart 1.0x10™ M Pb(11) iceren, 20
ml 0.01 M lik Tris-HCI tampon ¢o6zeltisinde gergeklestirilmistir. Hem modifiye hem de
non- modifiye elektrotlar icin +1.5 ve -1.5 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizi
uygulanmistir. Sartlandirma, karistirmali ortamda 15 dk siiresince yapilmistir. Diger temel
hazirlik basamaklari, kullanilan elektrokimyasal hiicre ve elektrotlar ise R. mucilaginosa

ile yapilan ¢alismalarla esit kosullardadir.

P. aeruginosa ile yapilan doniisiimlii voltametri ¢alismalari:

Sicaklikla kurutulmus P. aeruginosa biyokdtlesinden 5.0 mg ve grafit tozundan 95 mg
iceren karisim uygun miktarda mineral yag ile pasta haline getirildikten sonra elektrot
bosluguna yerlestirilmis ve ylizeyi diizgilinlestirildikten sonra kullanilmistir. Mikrobiyal
biyokiitle eklemeden yapilan non- modifiye elektrotlar diger voltametrik ¢alismalarda
oldugu gibi kontrol amacl kullanilmistir. Doniisiimlii voltametri ¢aligmalari 1.0x10* M
Pb(Il) igeren, 20 ml 0.05 M lik asetik asit/ sodyum asetat (CH3COOH/CH3COONa)
tampon ¢ozeltisinde gerceklestirilmistir. Hem modifiye hem de non- modifiye elektrotlar

icin +1.5 ve -1.5 V potansiyel araliginda 70 mV/s tarama hizi uygulanmistir.

3.2.6.3. Siyirma voltametrisi teknigi kullanilarak yapilan ¢aliymalar

Doéniistimlii voltametri teknigi kullanilarak hedef analitlerin hangi potansiyel araliklarinda
cevap verdikleri belirlendikten sonra, kantitatif analizler i¢in daha hassas bulunan ve diisiik
tayin sinirlarina ulagabilen siyirma voltametrisi teknigi kullanilarak elektrokimyasal
cevabin optimizasyon calismalari yapilmistir. Bu c¢alismalar, farkli destek elektrolit
cozeltilerinin ve bu ¢ozeltilerin pH araliklarinin, iyonik konsantrasyonlarinin etkisini,
¢coktiirme potansiyelinin ve ¢oktlirme siiresinin etkisini, sartlandirma siiresinin etkisini ve
girisim  yapabilecek maddelerin etkisini igermektedir. Tim siyirma voltametrisi
calismalarinda ¢alisma elektrodu olarak mikrobiyal kiiltiirlerle modifiye edilen karbon
pastasi elektrodu, referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu ve karsit elektrot olarak
platin tel kullanilmistir.
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Olguimlerden 6nce elektrokimyasal hiicreden 1-3 dk boyunca azot gazi gegirilerek,

icerideki ¢ozlinmiis gazlarin giderilmesi saglanmistir.

3.2.6.4. Taramal elektron mikroskobu (SEM) ile yapilan ¢calismalar

Taramali elektron mikroskobu kati yiizeyler hakkinda morfolojik ve topografik bilgi
saglayan, ylizeylerin davranislarinin anlasilmasini kolaylastiran bir yontemdir (Newbury et

al. 1990).

Dontisiimlii voltametri ve styirma voltametrisi ile elde edilen elektrokimyasal bulgular
desteklemek amaciyla, elementel analiz cihazi ile kombine edilmis SEM cihazi
kullanilarak, R. mucilaginosa ve R. arrhizus i¢in, modifiye ve non- modifiye ylzeylerin
fiziksel nitelikleri hakkinda bilgiler saglanmistir. Mikrobiyal adsorbsiyona bagli olarak
yuzeyde biriken analit maddeler elementel analiz ile tayin edilmis ve biiyiikliikleri x100 ile
x35.000 arasinda degisen mikrograflar elde edilmistir. SEM- EDS analizleri i¢in ¢ap1 ve
yiiksekligi 1 cm, bir ucu 3 mm cap ve derinlikte bir hazneye sahip piring diskler
kullanilmistir. Hazirlanan karbon pastast bu diskler i¢ine yerlestirildikten sonra yiizeyleri
diizgiinlestirilmis ve ilgili destek elektrolit ¢ozeltisini ve analitleri iceren ortamlarda, agik
potansiyelde belirli siirelerde sartlandirildiktan sonra yiizeyleri yikanarak analizleri

yapilana kadar cam petrilerde muhafaza edilmislerdir.

R. mucilaginosa icin yapilan ¢alismada; 1.0x10° M Cu(ll) iceren 0.05 M 15 ml NaNOs
¢ozeltisinde (pH: 7.0) karistirllmadan 15 dk siireyle acik potansiyelde sartlandirilan diskler
kullanilmistir. Kullanilan liyofilize edilmis mikrobiyal kiitle miktart her 100 mg grafit tozu
icin 5 mg' dir (%w/w).

R.arrhizus igin yapilan ¢alismada; 5.0x10™ M Pb(l1) iceren 0.01 M 20 ml Tris-HCI tampon
cozeltisinde (pH: 7.5), kanstirmali ortamda 15 dk silireyle sartlandirilan diskler
kullanilmistir. Kullanilan sicaklikla kurutulmus mikrobiyal kiitle miktar1 100 mg grafit

tozu i¢in 10 mg' dir (%w/w).
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3.2.7. Elektrokimyasal cevap iizerindeki etkisi arastirillan faktorler

3.2.7.1. Tarama hizi

R. mucilaginosa ile yapilan ¢alismada doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak tarama
hizinin elektrokimyasal cevap iizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu ¢alisma i¢in kullanilan

coOzeltiler ve deneysel parametreler asagida verildigi gibidir:

Destek elektrolit ¢ozeltisi: 15 ml 0.05 M NaNOgs (pH: 7)

Sartlandirma ¢dzeltisi: 1.0x10™ M Cu(ll) iceren, 15 ml 0.05 M NaNOs (pH: 7)

Sartlandirma: Acik potansiyelde, 15 dk siireyle karistirmali ortamda

Denenen tarama hizlari: 40, 60, 80, 100 ve 120 mV/s

3.2.7.2. Destek elektrolit ¢ozeltileri

R. mucilaginosa ile Cu(Il) tayini {izerine yapilan ¢alismalarda destek elektrolit ¢ozeltisi
olarak 0.05 M NaNOj ¢ozeltisi kullanilmistir. Optimum pH degeri bulunana kadar yapilan
tim deneylerde ¢ozelti pH' s1 7.0 olacak sekilde ayarlanarak kullanilmistir. Elektrotlar 15
dk stireyle agik devre potansiyelde sartlandirildiktan sonra elektrokimyasal analizleri

styirma voltametrisi teknigi ile yapilmistir.

R. arrhizus ile Pb(I) tayini lizerine yapilan ¢alismalarda arka plan gurultiisu en az olan ve
metali en belirgin sekilde tayin eden destek elektrolit ¢ozeltisini segmek lizere amonyak
(NH3/NH,4CI), nitrik asit (HNO3), asetat (CH3COOH/ CH3;COONa), sodyum nitrat
(NaNO:s) ve tris hidroklorik asit (Tris-HCI) ¢ozeltileri, konsantrasyonlart 0.05 M olacak ve
1.0x10° M konsantrasyonda Pb(II) igerecek sekilde hazirlanarak kullanilmiglardir.
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Elektrotlar 12 dk siireyle a¢ik devre potansiyelinde sartlandirildiktan sonra elektrokimyasal

analizleri styirma voltametrisi teknigi ile yapilmigtir.

P. aeruginosa ile yapilan c¢alismalarda ise farkli destek elektrolit ¢ozeltilerinin
elektrokimyasal cevap Uzerindeki etkilerini gozlemlemek lizere CH3COOH/ CH3;COONza,
Tris- HCI, NH3/NH,4CI tamponlari ve NaNOjs ¢ozeltileri, konsantrasyonlart 0.05 M olacak
ve 1.0x10* M konsantrasyonda Pb(II) igerecek sekilde hazirlanarak kullanilmiglardir.
Calismalar s1yirma voltametrisi teknigi ile yapilmis ve elektrotlar agik devre potansiyelinde

sartlandirma siiresi 10 dk olacak sekilde polarize edilmistir.

3.2.7.3. Destek elektrolit cozeltisi pH' s1

Tim c¢aligmalar siyirma voltametrisi teknigi ile gergeklestirilmigtir. Gerekli tim
soliisyonlar ¢aligmalar sirasinda taze olarak ve gerekirse stok soliisyonlardan seyreltilerek

kullanilmislardir.

R. mucilaginosa ile yapilan arastirmalar i¢in pH' nin etkisi 0.05 M NaNOj ¢ozeltisinde 4.0
ve 8.0 araliginda denenmistir. Cozeltileri uygun pH araliklarina ulagtirmak i¢in 0.1 M' ik
KOH ve HNOj; soliisyonlar1 kullanilmigtir. Cu(Il) konsantrasyonu denenen tiim pH
degerleri igin 1.0x 10> M olacak sekilde sabit tutulmustur.

R. arrhizus ile yapilan denemelerde pH etkisini aragtirmak tizere 0.05 M ' lik Tris- HCI
cozeltisi pH 3.0 ve 9.0 araliginda ve sabit bir Pb(Il) konsantrasyonunda (l.OXIO'5 M)
denenmistir. Belirlenen pH degerlerini saglamak tizere 0.1 M' ik KOH ve HCI

soliisyonlar1 kullanilmaistir.

P. aeruginosa ile yapilan g¢aligmalarda 0.05 M' lik CH3COOH/CH3;COONa tampon
cozeltisi pH' s1 3.5 ile 6.0 arasinda olacak sekilde ayarlanarak kullanilmistir. Tiim
caligmalar boyunca soliisyonlardaki Pb(II) konsantrasyonu, 1.0x10° M olacak sekilde sabit

tutulmustur.
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3.2.7.4. Destek elektrolit ¢cozeltisinin konsantrasyonu

R. arrhizus' un Pb(Il) tayini i¢in verdigi elektrokimyasal cevaplar ilizerinde kullanilan
destek elektrolit ¢ozeltisinin iyonik araliginin ne yonde etki ettigini arastirmak {izere,

NaNOs ¢ozeltisi 0.01 ile 0.5 M konsantrasyon araliklarinda denenmistir.

P. aeruginosa i¢in yapilan ¢alismada ise iyonik araligin etkisi 0.01 ile 0.4 M konsantrasyon
araliginda 2.0x10° M Pb(ll) igsin CH3COOH/ CH3COONa tampon ¢ozeltisi kullanilarak

denenmistir.

3.2.7.5. Sartlandirma siiresi

Tiim deneyler acik devre potansiyeli altinda, oda sicakliginda ve karistirmali ortamda
yapilmistir. Bu parametrenin elektrokimyasal cevap iizerindeki etkisini belirlemek iizere R.
mucilaginosa ile 5 ve 60 dk arasinda degisen siirelerin, R. arrhizus ile 3 ve 15 dk arasinda
degisen surelerin ve P. aeruginosa ile 2- 16 dk araliginda degisen siirelerin etkileri siyirma
voltametrisi teknigi kullanilarak aragtirilmigtir. Deneyler siiresince her bir mikroorganizma

icin kullanilan destek elektrolit ¢ozeltisinin pH' 1 ve iyonik araligi sabit tutulmustur.

Arastirmalar boyunca R. mucilaginosa ¢alismalarinda Cu(Il) konsantrasyonu 1.0x107 M,
R. arrhizus galismalarinda Pb(I) konsantrasyonu 1.0x10° M ve P. aeruginosa

calismalarinda ise Pb(II) konsantrasyonu 2.0x10 > M olacak sekilde sabit tutulmustur.

3.2.7.6. Deposizyon potansiyeli

Depozisyon/¢coktiirme potansiyelinin  elektrokimyasal cevaplar (zerindeki etkisini
aragtirmak iizere yapilan ¢aligmalarin tamaminda siyirma voltametrisi teknigi kullanilmus,
elektrot sartlandirmalar1 oda sicakliginda agik devre potansiyelinde yapilmistir. Her bir tiir
icin ilgili destek elektrot ¢ozeltilerinin pH, iyonik aralik degerleri optimum degerlerde
tutulmus, esit sartlar altinda sadece depozisyon potansiyelindeki degisimin elektrokimyasal

cevap Uzerindeki etkisi degerlendirilmistir.
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R. arrhizus ile modifiye edilmis elektrotlarla bu parametrenin etkisi, sabit 1.0x10° M
Pb(I) iceren Tris- HCI tampon solisyonunda -1.3 ile -0.5 V arasindaki degerlerde

arastirilmistir.

P. aeruginosa ile yapilan calismalarda Pb(I) konsantrasyonu 2.0x10° M olacak sekilde
sabit tutulup CH3COOH/ CH3COONa tampon ¢ozeltilerinde denemeler yapilmistir.
Denenen ¢oktirme potansiyeli -1.6 ve -0.4 V araliginda se¢ilmistir.

3.2.7.7. Depozisyon suresi

Elektrolit ¢ozeltisi, pH, iyonik aralik ve depozisyon potansiyeli gibi deneysel kosullarin
optimum degerleri kullanilarak, elektrokimyasal cevabin depozisyon siiresinden ne derece
etkilendigi, styirma voltametrisi teknigi ile 6nceki deneylerle esit ortam ve sartlandirma

kosullarinda aragtirilmistir.

Ilgili parametre P. aeruginosa igin; 0 ile 100 sn araliginda, Pb(II) konsantrasyonu 2.0x 107
M olan CH3COOH/CH3COONa tampon ¢6zeltisinde denenmistir.

3.2.7.8. Farkl agir metallerin girisim etkileri

Hedef maddelerin elektrokimyasal tayinine sinerjistik veya antagonistik olarak etki
edebilecek agir metal tiirlerinin etkileri, yukarida bahsedilen parametrelerin her birinin
optimum oldugu kosullarda, siyirma voltametrisi teknigi ile arastirilmistir. Yapilan
caligmalarda hedef maddenin tayini iizerinde, her bir metalin ayr1 ayr1 etkisi ve ortamda
beraber bulunmalar1 durumundaki etkileri, farkli konsantrasyonlarda agir metal iceren

model soliisyonlar hazirlanarak arastirilmistir.
R. mucilaginosa ile yapilan ¢calisma:
Ortamda sabit konsantrasyonda Cu(ll) varken (1.0x10°M), artan metal

konsantrasyonlarinin (l.OXIO'G— 1.0x10* M araliginda ) Cu(Il)' in elektrokimyasal cevabi
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tizerindeki etkisi aragtirllmigtir. Her bir metal icin bu etki ayr1 ayri aragtirilarak hangi

metalin ne derece etki ettigi ortaya c¢ikarilmistir.

Tim agir metallerin soliisyonda birlikte bulunmalar1 durumunda Cu(Il) tayinini nasil
etkilediklerini gézlemlemek {izere hazirlanan model soliisyonlarin bir tanesi; her bir agir
metalden (Ni(l1), Pb(11), Zn(11), Cu(ll) ) 1.0x10"® M konsantrasyonda, digeri ise yine her
bir metalden 5.0x10° M konsantrasyonda igerecek sekilde hazirlanmistir. Kontrol olarak

kullanilan soliisyona ise hi¢bir metal ilave edilmemistir.

R. arrhizus ile yapilan ¢alisma:

Sabit miktarda (2.5x10° M) Pb(Il) iceren soliisyonlara kademeli olarak artan miktarlarda
(2.5%x10°® M- 3.0x10" M) Ni(II), Co(II), Zn(II) ve Cu(Il) iyonlar1 ayr1 ayri eklenerek, bu
metallerin Pb(Il) ' nin elektrokimyasal tayini iizerinde nasil bir etki olusturduklari

arastirilmistir.

Metallerin soliisyonda ayni anda birlikte bulunmalari durumunda Pb(II) tayini iizerinde
gosterdikleri etkiyi arastirmak {izere asagida igerikleri verilen model soliisyonlar

hazirlanmstir:

e Hicbir metal iyonu icermeyen kontrol soliisyonu

e Sadece Pb(Il) igeren soliisyon: 5.0x10°® M Pb()

e Tim metalleri iceren birinci soliisyon: 5.0x10°® sar M Pb(II) , Co(1I), Ni(II), Cu(Il)
ve Zn(Il)

e Tim metalleri iceren ikinci soliisyon: 5.0x10° M Pb(Il), 10x10°® sar M Co(1l),
Ni(11), Cu(l1) ve Zn(ll)
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e Tim metalleri iceren ticlincti soliisyon: 5.0x10° M Ph(ll), 20x10® sar M Co(Il),
Ni(I1), Cu(ll) ve Zn(l1)

P. aeruginosa ile yapilan ¢alisma:

Diger girisim etkisi ¢aligmalarindan biraz daha farkli bir yol izlenerek, her bir metalin tek
basina, Pb(II) ile birlikteyken (ikili metal soliisyonlari), ve hepsi aym1 anda ortamda
bulunurken (¢oklu metal soliisyonlar1) yaptiklar1 etkiler gézlenmistir. Pb(II), bulundugu
soliisyonlarin tamaminda tek bir sabit konsantrasyonda (1.0x10° M) tutulmus ve diger
metallerin Pb(II) ile olugan pik akimi tizerindeki, negatif ve pozitif etkileri aragtirilmistir.
Denenen metal konsantrasyonlar1 arastirma bulgular1 boliimiinde tablo olarak

Ozetlenmistir.

3.2.8. Kalibrasyon dogrularmin elde edilmesi

Tiim kalibrasyon egrileri optimum deney kosullar1 altinda, siyirma voltametrisi teknigi
kullanilarak elde edilmistir. Belirlenen elektrokimyasal ve fizikokimyasal kosullar altinda
ilgili metal tiirleri icin en diisiik ve en yiikksek tayin limitleri ortaya c¢ikarilmistir.

Kalibrasyon egrileri en az 2 paralelli elektrokimyasal dl¢timlerle elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. R. mucilaginosa Kullanilarak Gelistirilen Mikrobiyal Biyosensor i¢cin Arastirma

Bulgular:

Liyofilize edilmis R. mucilaginosa hiicreleri kullanilarak gelistirilen Cu(Il) segici
mikrobiyal sensdriin optimum tayin kosullar1 asagida sunuldugu gibi detaylariyla

arastirilmistir.

4.1.1. CPE kullanilarak Cu(Il) iceren sartlandirma ortamlarinda doniisiimlii

voltametri calismalarinin gergeklestirilmesi

Doniistimli voltametri ¢alismalari i¢in R. mucilaginosa ile modifiye edilmis ve edilmemis
(non-modifiye) iki farkli karbon pastasi kullanilmistir. Modifiye edilen pasta 5.0 mg
liyofilize edilmis hiicre, 30 mg mineral yag ve 65 mg grafit tozu, non modifiye pasta 30 mg
mineral yag ve 70 mg grafit tozu ile hazirlanmistir. Hazirlanan pastalar elektrot tizerindeki
bosluga yerlestirildikten sonra elektrot yiizeyi kagit iizerinde diizgiinlestirilmis ve
elektrokimyasal analizleri yapilmistir. Destek elektrolit ve sartlandirma ¢ozeltisi olarak

1.0x10™ M Cu(ll) iceren 15 ml 0.05 M NaNOs ¢ozeltisi kullanlmustir.

Hem modifiye hem de non-modifiye elektrotlar 15 dk siireyle, karistirilan ¢ozeltilerde
sartlandirilmis ve doniisiimlii voltametri teknigi uygulanarak biyomateryal olarak
kullanilan mikroorganizmanin bakir adsorbsiyonundaki etkisi arastirllmistir (Sekil 4.1).
Esit kosullarda sartlandirilan modifiye ve non-modifiye elektrotlarin doniisiimlii voltametri
sonuglari karsilastirildiginda, kullanilan biyomateryalin bakir iyonlarinin elektrot yilizeyine

tutuklanmasinda 6nemli bir etkisi oldugunu goriilmektedir.
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Sekil 4.1 Modifiye edilmis (a) ve edilmemis (b) CPE elektrotlarinin doniigiimlii voltamogramlari
(Cu(ll) konsantrasyonu: 1.0x10°% M, élgiim cozeltisi: 0.05 M NaNOs, tarama hizi: 100 mV/sn,
sartlandirma zamani: 15 dk, yontem: CV)

4.1.2. Modifiye edilmis ve bakirh ortamda sartlandirilmis elektrodun SEM ile yiizey

analizi

1.0x10™ M Cu(ll) igeren 0.05 M 15 ml NaNO; ¢ozeltisinde karistirimadan 15 dk siireyle
sartlandirilan elektrodun ylizeyinde meydana gelen modifikasyonlar taramali elektron
mikroskobu ile goriintiilenmis ve elementel analizi yapilmistir. x3500 ve x35.000 biiyiitme
ile alinan taramali elektron mikroskop goriintiiler1 Sekil 4.2a ve 4.2b' de; x35.000’lik

gorlintiiye ait elementel analiz sonuglari ise Cizelge 4.1' de gosterilmistir.
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SEI 200kY  X3,500 1,um_ WD 9.5mm

iﬁ.‘
SEI 200kY X35,000 100nm WD 9.6mm

Sekil 4.2 R. mucilaginosa ile modifiye edilen elektrodun x3500 (a) ve x35.000 (b) buyttme ile
¢ekilmis SEM goriintiileri
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Cizelge 4.1 R. mucilaginosa ile modifiye edilen elektroda ait elementel analiz sonuglari

Imagel-1
Component  Type  Conc,

Cu Calc 5565 wt%
C Calc 85887 wt%
o Cale 8548 wt%
N Cale 0000 wt%

100.000 wt.% Total

Elt Line Intensity Error Cone
(o) 2-sig

c Ka 33485 3660 85887 wtSh
N Ka 0.00 0000 0.000 wt%
0 Ka 6.05 0492 8.8 wt%
C

Ka 1271 0713 5.565 wt%
100.000 wt.% Total

=

!
| T
kv 20.0

5 10.
(1] (2 b B (B £ Lo 10

1I7-

4.1.3.Sartlandirma zamaninin elektrokimyasal cevap iizerine etkisinin belirlenmesi

Mikroorganizma yiizeyine bakir iyonlarinin tutunmasini saglayan fonksiyonel gruplar ve
bu gruplarin adsorbsiyon kapasiteleri goz oniline alindiginda, sartlandirma zamaninin
adsorbsiyon stirecinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Bu nedenle 5, 15, 30 ve
60 dk' lik sartlandirma siirelerinde denemeler yapilmistir. En iyi sonuca 15 dk' lik
sartlandirma zamaninda ulasilmis ve sonraki deneyler icin bu sartlandirma siiresi
kullanilmistir. Sekil 4.3' de dort farkli sartlandirma siiresi sonucunda elde edilen egriler
gorilmektedir. Sekilden anlasilacagi tizere 5 ve 15 dk' lik sartlandirma siirelerinde katodik
bolgede belirgin pikler goriilmiis ancak 30 ve 60 dk' lik sartlandirma siirelerinde pik

belirginligi azalmis ve pik potansiyelinde kayma saptanmustir.
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Sekil 4.3 Sartlandirma siiresinin elektrokimyasal cevap iizerine etkisi
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Sekil 4.4 Sartlandirma siiresinin elektrokimyasal cevap iizerine etkisi

En uygun tayin zamanmi belirlemek icin yapilan iletkenlik 6l¢iimii sonucunda sabit
potansiyel altinda, elektrot yiizeyinde yaklagik 12 dk sonra akimin sabitlendigi gortilmiistiir
(Sekil 4.4). Sonug olarak en uygun tayin zamani 15 dk olarak belirlenmis ve sonraki

deneyler i¢in bu sartlandirma stiresi kullanilmistir.

4.1.4.Tarama hizinin elektrokimyasal cevap iizerine etkisinin belirlenmesi

Farkli tarama hizlarinin bakirin voltametrik tayini lizerindeki etkilerini belirlemek {izere
40-120 mV/s arahginda cahsmalar yapilmistir. 1.0x10°° M Cu(ll) iceren ¢ozeltilerde 15 dk
stireyle sartlandirilan modifiye edilmis elektrotlarin doniisiimlii voltametri tekniginde 40,
60, 80, 100 ve 120 mV/s' lik tarama hizlarinda verdikleri pikler Sekil 4.5' de gosterilmistir.
Tarama hiz1 arttik¢a alinan pik akim degerleri 100 mV/s’ e kadar yiikselmis, daha yiiksek

tarama hizlarinda ise diisiis gostermistir. En 1yl sonuca 100mV/s' de ulagilmistir.
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Sekil 4.5 Tarama hizinin voltametrik tayin iizerine etkisi (Cu(ll) konsantrasyonu: 1.0x10° M,
6lglim cozeltisi: 0.05 M NaNO; yontem: CV)

4.1.5.Sartlandirma ¢ozeltisinin pH’ smin elektrokimyasal cevap iizerine etkisinin

belirlenmesi

Sartlandirma ¢ozeltisinin pH’ s1 ¢ozeltideki metal iyonlarinin ¢oziiniirliigiinii ve dolayisiyla
iyonlarin biyolojik materyale tutunmasin etkiledigi i¢in, pH 4.0- 8.0 araliginda denemeler
yapilarak optimum ¢alisma pH’ s1 tayin edilmistir (Sekil 4.6). Yiiksek pH degerlerinde
yapilan denemelerde ¢ozeltideki bakir iyonlarinin biiyiik bir kismi ¢okmiis ve diisiik pik
akimlar1 gozlenmistir. Daha diisiik pH’ larda yapilan denemelerde pik akimlar yiikselmis
ve pH 5.0’ de en iyi sonuca ulagilmis, sonraki ¢calismalarda sartlandirma ¢ozeltisinin pH' s1

bu degere sabitlenmistir.
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Sekil 4.6. Sartlandirma c¢ozeltisinin pH’ sinin elektrokimyasal tayin {izerine etkisi (Cu(ll)
konsantrasyonu: 1.0x10 M, 8l¢iim cozeltisi: 0.05 M NaNO; sartlandirma siiresi: 15 dk, tarama
hizi: 100 mV/s, yontem: DPSV)

4.1.6.Gelistirilen model sensore ait kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi

Gelistirilen mikrobiyal sensore ait optimum kosullarda elde edilen kalibrasyon dogrusu
Sekil 4.7' de sunulmustur. Bakir konsanstrasyonu 0.1-10 uM araliginda uygulanms, 15 dk

siireyle sartlandirilan ¢alisma elektrotlarinin dl¢gtimleri DPSV teknigi ile alinmistir
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Sekil 4.7 Gelistirilen model sensére ait optimum kosullarda elde edilmis kalibrasyon dogrusu
(Cu(ll) konsantrasyonu: 1.0x107—1.0x10° M, sartlandirma siiresi:15 dk, dlglim ¢ozeltisi: 0.05 M
NaNO; pH:50 yontem: DPSV)

4.1.7.Farkh agir metallerin Cu(II) tayini tuzerindeki tekli ve birlikte etkilerinin

belirlenmesi

Ortamda farkli metallerin bulunmas: kosulunda, gelistirilen mikrobiyal sensoriin bakira
kars1 verdigi elektrokimyasal cevaplar aragtirilmistir. Ortamda sabit miktarda (l.OXlO'6 M)
Cu(Il) varken, artan metal konsantrasyonlarimin bakira verilen cevap {iizerindeki tekli
etkileri Sekil 4.8' de verilmistir. Diger metallerin konsantrasyonu 1.0x10°-1.0x10* M
araliginda arttirilmis ve alman sinyaller esit kosullarda yine DPSV teknigi ile

arastirilmagstir.
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Sekil 4.8. Farkli metallerin mikrobiyal sensériin bakir tayini tzerine tekli etkileri (Cu
konsantrasyonu: 1.0x10° M, sartlandirma siiresi: 15 dk, Slgiim ¢ozeltisi: 0.05 M NaNO; pH:5.0,
DPSV)

Bakirin elektrokimyasal tayinini en fazla etkileyen metaller Ni(ll), Pb(Il) olarak
belirlenmis, Zn(II) ise 100 kat fazla bulundugunda bile bakir tayininde 6nemli bir etkiye
neden olmamistir. Ni(Il) ve Pb(II) konsantrasyonlar1 bakir konsantrasyonunun yaklasik 30
kat1 kadar oldugunda bile bakira ait pikler belirgin bir sekilde elde edilmis daha yiliksek

konsantrasyonlarinda ise elde edilen akim degerleri diisiis gostermistir.

Sekil 4.9" da ise ortamda ayni anda farkli metallerin bulunmasi kosulunda gelistirilen
mikrobiyal sensoriin bakira karst verdigi cevap gosterilmektedir. Hazirlanan iki farklh
¢Ozeltiden almman sonuglar benzer sartlarda DPSV teknigi ile belirlenmis ve metal
icermeyen sartlandirma soliisyonu kontrol olarak kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin
birincisi (Sekil 4.9a) esit konsantrasyonda (1.0x10°® M) Ni(l1), Zn(I1), Pb(Il) ve Cu(ll)
icerirken ikinci soliisyon (Sekil 4.9b) ayn1 metalleri 5.0x.10° M konsantrasyonda
icermektedir. Ortamda farkli metal iyonlarinin esit konsantrasyonlarda bulunmasi
durumunda bile gelistirilen mikrobiyal sensor bakir1 belirgin bir sekilde tayin edebilmistir.
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Sekil 4.9 Farkli metallerin mikrobiyal sensériin bakir tayini {lizerine birlikte etkileri (Metal
konsantrasyonlari: a) 1.0x10° M, b) 5.0x10° M, sartlandirma siiresi: 15 dk, 6l¢iim ¢ozeltisi: 0.05 M
NaNO; pH:5.0, yontem: DPSV)
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4.2. R. arrhizus Kullamilarak Gelistirilen Mikrobiyal Biyosensor I¢cin Arastirma

Bulgular:

Sicaklikla kurutulmus R. arrhizus hiicreleri kullanilarak gelistirilen Pb(II) segici
mikrobiyal sensdriin optimum tayin kosullar1 asagida sunuldugu gibi detaylariyla

arastirilmistir.

4.2.1. CPE kullanillarak Pb(II) iceren sartlandirma ortamlarinda doniisiimlii

voltametri calismalarinin gerceklestirilmesi

Déniigiimlii voltametri calismalari 1.0x10™* M Pb(II) igeren 0.01 M' lik Tris-HCI tampon
solisyonunda  gergeklestirilmistir. ~ Non-modifiye  elektrotlardan  elde  edilen
voltamogramlarda herhangi bir pik tespit edilmezken (Sekil 4.10b), R.arrhizus ile modifiye
edilen elektrotlarin voltamogramlarinda -0.6 ve-0.4 V araliginda kursuna ait pik belirgin
bir sekilde gozlenmistir (Sekil 4.10a). Ilgili potansiyel araliginin kursuna ait oldugu farkli
calismalarda da gosterilmistir (Wooleverand ve Dewald, 2001).
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Sekil
4.10 Modifiye edilmis ve edilmemis CP elektrotlarinin doniigiimlii voltamogramlar1 (Pb(II)
konsantrasyonu: 1.0x10™ M, él¢iim ¢ozeltisi: 0.01 M Tris-HCI tarama hizi: 50 mV/sn, sartlandirma
zamani: 15 dk, yontem: CV)

4.2.2. Modifiye edilmis ve kursun iceren soliisyonda sartlandirilmis elektrodun SEM

ile ylizey analizi

R.arrhizus ile modifiye edilen ve 5.0x10° M Pb(Il) iceren soliisyonda 15 dk boyunca
sartlandirilan elektrotun yiizeyi SEM ile goriintiilenmis ve elementel analizi yapilmistir. R.
Arrhizus’ a ait partikiillerde biriken kursun miktari, elementel analiz sonucunda %30.564
(w/w) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). Non-modifiye elektrot yiizeyinde Pb(Il) birikimi
olmamasi (Sekil 4.11a), modifiye elektrot yilizeydeki birikimin R. arrhizus’ dan
kaynaklandigini1 dogrulamaktadir (Sekil 4.11b).
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Sekil 4.11 Modifiye edilmemis (a) ve R. arrhizus ile modifiye edilmis (b) elektrot yiizeylerinin
SEM gorintileri
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Cizelge 4.2 Elementel analiz sonuglari

Komponent Non modifiye CPE Modifiye CPE

Kons. (wt. %) Kons. (wt %)

Pb(I1) 0.00 30.564
C 72.603 57.117
0 27.397 12.319

4.2.3.Destek elektrolit ¢ozeltisinin ve iyonik arahgin elektrokimyasal cevap iizerine

etkisinin arastirilmasi

En iyi analiz kosullarin1 saglamak icin arka plan giiriiltiisii en az olan ve metali en belirgin
sekilde tayin eden elektrolit ¢ozeltisini segmek tizere amonyak (NH4CI/NHj3), nitrik asit
(HNO,), asetat (CH3;COONa/ CH3;COOH), sodyum nitrat (NaNO3) ve tris hidroklorik asit
(Tris-HCI) cozeltileri, konsantrasyonlar: 0.05 M olacak sekilde hazirlanarak 1.0x10° M
Pb(II) konsantrasyonu ig¢in denenmislerdir (Cizelge 4.3). En iyi sonu¢ Tris-HCI
kullanildiginda elde edilmistir. NH4CI/NH; kullanildiginda herhangi bir pik gézlenmezken,
NaNO; kullanildiginda Tris-HCI ile benzer pik akimlari gozlenmistir. Ancak arka plan
giirtiltiisii daha az oldugu i¢in Tris-HCI tamponu en uygun destek ¢ozeltisi olarak se¢ilmis

ve sonraki calismalarda da kullanilmistir.

Secilen destek elektrolit ¢ozeltisi konsantrasyonunun elektrokimyasal cevap (zerindeki
etkisi de arastirilmistir. 0.01 ile 0.5 M iyonik araliklarda denenen Tris-HCI en iyi Pb(ll)
piklerini en diisiik iyonik aralikta vermistir (0.01 M), artan iyonik aralik degerleri

elektrokimyasal cevap uzerinde negatif etki yapmistir (Sekil 4.12).
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Cizelge 4.3 Farkli elektrolit ¢ozeltilerinin pik akimi tizerindeki etkisi

Destek elektrolit ¢cozeltileri U (V) Ip (MA)

0.05 M NH4CI/ NH3 - -

0.05 M HNO3 -0.42 0.46 +£0.08

0.05 M CH;COONa/ CH3;COOH -0.56 1.28 +0.03

0.05 M NaNO; -0.71 4,73+0.20

0.05 M Tris HCI -0.56 6.10 +0.06

10 -

I/PA
[0y}

Sekil 4.12

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Konsantrasyon/M

Iyonik araligm elektrokimyasal cevap iizerine etkisi
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4.2.4.Sartlandirma cozeltisi pH’ smin elektrokimyasal cevap iizerine etkisinin

belirlenmesi

Sartlandirma ¢o6zeltisinin pH’ s1 soliisyondaki metal iyonlarinin ¢oziiniirliigiini ve hiicre
duvarindaki fonksiyonel gruplarin iyonizasyon durumunu etkiledigi i¢in Onem tasir
(Gardea-Torresdey et al., 1999). Sartlandirma ¢6zeltisi pH’ smin gelistirilen mikrobiyal
sensoriin elektrokimyasal cevabi tizerindeki etkisini arastirmak iizere 1.0x10° M Pb(II)
iceren soltsyonlarda pH 3.0-9.0 araliginda yapilan g¢alismalarda pH 7.0’ e kadar pik
akimlart artmis bu degerden sonra diisiis gostermis ve pH 9.0 da ilgili pik tamamen
kaybolmustur (Sekil 4.13). Optimum pH 7.0 olarak belirlenmis ve sonraki ¢alismalarda bu

deger kullanilmistir.
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Sekil 4.13 Sartlandirma ¢6zeltisinin pH’ sinin elektrokimyasal cevap {izerine etkisi
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4.2.5. Sartlandirma zamaninin elektrokimyasal cevap iizerine etkisinin belirlenmesi

Sartlandirma zamani yilizeye adsorblanan metal miktar1 ile dogrudan ilgilidir ve optimum
tayin kosullarinin  belirlenmesi  agisindan  6nem tasir.  Sartlandirma  siiresinin
elektrokimyasal cevap (izerindeki etkisi 1.0x10° M Ph(ll) iceren soliisyonda 3.0-15 dk
araliginda denenmis ve en belirgin Pb(Il) pikleri 12 dk' lik siirede elde edilmistir. Bu
stireden daha kisa sartlandirmada Sekil 4.14' de gortildiigt gibi Pb(II)’ a ait pikler net bir
sekilde gbzlenmemistir. Daha uzun siirelerdeki sartlandirmalarda ise pik akimlarinda
onemli bir degisiklik gozlenmedigi icin elektrot yiizeyindeki baglanma bdlgelerinin

doygunluga ulastig1 varsayilmstir.
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E/V vs AgiagCl
Sekil 4.14 Sartlandirma zamaninin elektrokimyasal cevap {lizerine etkisi
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4.2.6.Depozisyon/Coktirme potansiyelinin elektrokimyasal cevap Uzerine etkisinin

arastirillmasi

Coktiirme potansiyeli elektrot yiizeyine birikmis metal iyonlarmin ¢okmesi veya
rediiklenmesi ile yakindan ilgilidir. En fazla miktarda Pb(II)’un yiizeyden ayrilmasini
saglamak veya baska bir deyisle en iyi elektrokimyasal sonuca ulasmak tizere -1.3 ile -0.4
V araliginda yapilan calismalarda, en iyi sonuca -0.6 V potansiyel uygulandiginda

ulastlmistir.
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Sekil 4.15 Cokturme potansiyelinin elektrokimyasal cevap tzerine etkisi

4.2.7.Gelistirilen model sensore ait kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi

Gelistirilen mikrobiyal sensore ait optimum kosullarda elde edilen kalibrasyon dogrusu
Sekil 4.16' da verilmistir (0.01 M Tris-HCI, pH: 7.0, Sartlandirma stiresi: 12 dk,
depozisyon potansiyeli: 0.6 V, yontem: DPSV).
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Sekil 4.16 Optimum sartlarda elde edilmis kalibrasyon dogrusu

Pb(I1) konsantrasyonu 1.0x10 "-1.25x10™° M araliginda calisilmis (0.02-2.5 mg L) (R%:
0.982), gelistirilen mikrobiyal biyosensoriin yaklasik 13 uM' lik Pb(Il) konsantrasyonuna
kadar akimla dogrusal bir egri verdigi goriilmiistiir. Artan Pb(II) konsantrasyonlarinda ise
elde edilen akim degerleri dogrusalliktan sapma gostermistir. ilgili mikrobiyal biyosensére
ait tayin limiti ise 3Sy/m formiilii kullanilarak 1.3x10°® M olarak hesaplanmustir (Akyilmaz
et al., 2010).

4.2.8.Farkh agir metallerin Pb(II) kursun tayini iizerindeki girisim etkilerinin

arastirilmasi

Ortamda bulunan diger metaller analitin ylizeydeki fonksiyonel gruplara baglanmasinm
olumlu veya olumsuz yonde etkileyebilirler. Bu nedenle sabit miktarda (2.5x10° M) Ph(l1)
iceren soltsyonlara kademeli olarak artan miktarlarda (2.5x10° M- 3.0x10° M) Ni(ll),
Co(II), Zn(IT) ve Cu(Il) iyonlar1 eklenerek, bu metallerin Pb(II) tayini iizerinde nasil bir
etki olusturduklart arastirilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Farkli metallerin Pb(II) cevabi lizerine tekli etkileri

Elde edilen sonuglara gére Cu(Il) ve Zn(II) Pb(Il) ‘un yilizeye baglanmasi {izerinde diisiik
bir pozitif etki gdstermistir. Bununla birlikte Cu(Il), artan konsantrasyonlarinda yiizeye
baglanmis ve diisiik akimlarla izlenebilen pikler vermistir. Ni(I) ve Co(II) ise Pb(II) tayini

tizerinde negatif bir etki yapmis ve tayin sirasinda Pb(Il)’ a ait pik akimlarini diistirmiistiir.

Bu sekilde girisim yapabilecek metallerin ayr1 ayr etkileri arastirildiktan sonra, bu
metallerin ortamda ayni anda bulundugu model sartlandirma soliisyonlar1 hazirlanarak
birlikte etkileri arastirilmustir (Sekil 4.18). Sekildeki a soliisyonu 5.0x10° M Ph(ll), b
soliisyonu 5.0x10° M Pb(l1) ve 5.0x10® M diger metalleri, ¢ soliisyonu 5.0x10° M Ph(Il)
ve 10x10° M diger metalleri, d soliisyonu ise 5.0x10° M Pb(Il) ve 20x10° M diger
metalleri i¢ermektedir. Goriildiigii gibi ortamda tiim metallerin esit konsantrasyonda
bulunmasi durumunda (b) veya diger metallerin konsantrasyonlarinin kursun
konsantrasyonunun iki katina ¢ikmasi durumunda (c), Pb(Il)’ e ait pik yiiksekligi giderek
artmisken bu metallerin daha yiiksek konsantrasyonlarinda (d) girisim etkisi arttig1 i¢in
metaller yiizeydeki fonksiyonel gruplara baglanmak iizere birbirleriyle yarisa girerek

Pb(Il)’e ait tayin seciciligini diisiirmiiglerdir. Pb(II)’ e ait pik yiiksekligi, diger metallerin
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cok yiiksek konsantrasyonlarda azalma gostermis olmasima ragmen voltamogramlarda
oldukg¢a belirgin bir bigimde izlenmeye devam etmistir. Uygulanan yontemle Cu(Il)’in
yuksek konsantrasyonlarinda verdigi diisiik akimli pik disinda diger metallere ait herhangi

bir cevap tespit edilmemistir.

25

I/ pA

Pb(11)

-125 T T T T T T T T T T T T 1
-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

E/ V vs Ag/AgCl

Sekil 4.18 Farkli metallerin Pb(II) cevabi {izerine birlikte etkileri
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4.3. P. aeruginosa Kullanilarak Gelistirilen Mikrobiyal Biyosensor icin Arastirma

Bulgular:

Sicaklikla kurutulmus P.aeruginosa hiicreleri kullanilarak gelistirilen Pb(II) segici
mikrobiyal sensOriin optimum tayin kosullar1 asagida sunuldugu gibi detaylariyla

arastirilmistir.

4.3.1. CPE kullamlarak Pb(II) iceren sartlandirma ortamlarinda doniisiimli

voltametri calismalarinin gerceklestirilmesi

Déniisiimlii voltametri calismalar 1.0x10™* M Pb(l1) iceren 20 ml, 0.05 M sodyum asetat
tampon sollisyonunda gergeklestirilmistir. Biyolojik materyal icermeyen -elektrotlar,
biyolojik materyal igeren elektrotlarla esit sartlarda analiz edilmis ve kontrol olarak

kullanilmistir.

P. aeruginosa ile modifiye edilen elektrotlarin voltamogramlarinda -0.6 ve-0.4 V
araliginda kursuna ait pik belirgin bir sekilde gozlenirken (Sekil 1a), biyolojik materyal
icermeyen karbon pastasi elektrotlarinda izlenebilir bir pike rastlanmamistir (Sekil 4.19).
Elde edilen sonuclar voltamogramlarda goriilen pikin kullanilan biyolojik materyalden
kaynaklandigina isaret etmektedir. Ilgili potansiyel araliginin kursuna ait oldugu literatiirde

farkli calismalarda da gosterilmistir.
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Sekil 4.19 Modifiye edilmis (a) ve edilmemis (b) CPE elektrotlarinin doniigiimlii voltamogramlari
(Pb(11) konsantrasyonu: 1.0x10™ M, 8l¢iim ¢ozeltisi: 0.05 M sodyum asetat tamponu, tarama hizi:
80 mV/sn, sartlandirma zamani: 15 dk, yontem: DPSV)

4.3.2.Destek elektrolit c¢ozeltisinin ve iyonik arahgin elektrokimyasal cevap iizerine

etkisinin arastirilmasi

En 1yi analiz kosullarin1 saglamak iizere arka plan giiriiltiisii en az olan ve metali en
belirgin sekilde tayin eden elektrolit ¢ozeltisini segmek uzere; sodyum nitrat (NaNO3),
Tris-HCI, amonyak (NH4CI) ve asetat (CH3COONa) ¢ozeltileri, konsantrasyonlar1 0.05 M
olacak sekilde hazirlanarak 1.0x10" M Pb(Il) i¢in denenmislerdir. Denenen tiim ¢ozeltiler

arasinda, sadece sodyum asetat tamponu ile istenilen sonuca ulagilmistir.
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Secilen destek elektrolit ¢ozeltisi konsantrasyonunun elektrokimyasal cevap uzerindeki
etkisi de arastirilmistir. 0.01, 0.05, 0.1, 0.2 0.3 ve 0.4 M iyonik araliklarinda 2.0x10° M
Pb(Il) konsantrasyonu icin denenen asetat tamponu en iyi Pb(ll) piklerini 0.05 M
konsantrasyonda vermistir (Sekil 4.20). Artan iyonik gii¢ elektrokimyasal cevap iizerinde

negatif etki yapmustir.

40

35 -

25 9

I/HA

15 9

0 L) L) L) L) L) L) L) L)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

Konsantrasyon/M

Sekil 4.20 Iyonik araligin elektrokimyasal cevap iizerine etkisi
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4.3.3.Sartlandirma cozeltisi pH’ smin elektrokimyasal cevap iizerine etkisinin

belirlenmesi

Sartlandirma ¢o6zeltisinin pH’ s1 soliisyondaki metal iyonlarinin ¢oziiniirliigiinii ve hiicre
duvarindaki fonksiyonel gruplarin iyonizasyon durumunu etkiledigi i¢in Onem tagir.
Sartlandirma c¢ozeltisi pH’ simin gelistirilen mikrobiyal sensoriin elektrokimyasal cevabi
iizerindeki etkisini arastirmak iizere 1.0x10° M Pb(ll) iceren soliisyonlarda pH 3.5- 6.0
araliginda yapilan c¢alismalarda pH 5.0° e kadar pik akimlar1 artmis bu degerden sonra
diisiis gostermistir (Sekil 4.21). Optimum deger pH 5.0 olarak secilmis ve sonraki

calismalarda bu deger kullanilmistir.

6,0

55

5,0

4,5

4,0

3,5

Sekil 4.21 Sartlandirma ¢ozeltisinin pH’ sinin elektrokimyasal cevap {lizerine etkisi
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4.3.4.Sartlandirma zamaninin elektrokimyasal cevap Uzerine etkisinin belirlenmesi

Sartlandirma zamani yiizeye adsorblanan metal miktar1 ile dogrudan ilgilidir ve optimum
tayin kosullarinin  belirlenmesi  agisindan Onem tasir. Sartlandirma  siiresinin
elektrokimyasal cevap Uzerindeki etkisi 2.0x10> M Pb(Il) iceren soliisyonda 2.0- 16 dk
araliginda denenmis ve en iyi Pb(II) pikleri 12 dk’ lik siirede elde edilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 Sartlandirma siiresinin elektrokimyasal cevap lizerine etkisi



4.3.5.Depozisyon/coktirme potansiyelinin elektrokimyasal cevap Uzerine etkisinin

arastirillmasi

Coktiirme potansiyeli elektrot yiizeyine birikmis metal iyonlarmin ¢okmesi veya
rediiklenmesi ile yakindan ilgilidir. En fazla miktarda Pb(II)’un yiizeyden ayrilmasini
saglamak icin -1.6 ve -0.4 V araliklarinda yapilan ¢alismalarda, en iyi pik akimina -1.4 V’
da ulagilmistir (Sekil 4.23).

-1,2 -0,8 -0.4 0,0 0,4 0,8 1,2

-[—-1.6V' T T T T 1
/\m

i 1 N
—1.4V
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2 1 N [ 1 1 1 1 2 1 2 1 2 1
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" 1 L
—1.0V
17,54 pA

1 " 1 i 1 1 1 " 1 N 1

1 1 L
—-0.8V
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L 1 L
—-0.6V
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2 1 M
—-04V
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1 " 1 " 1 L 1 2 1 4 1 N 1 L

-1,2 -0,8 -0,4 0,0 0.4 0,8 1,2
E/V vs Ag/AgCl

L/pnA

Sekil 4.23 Depozisyon potansiyelinin elektrokimyasal cevap Uzerine etkisi

92



4.3.6.Depozisyon/Coktirme suresinin elektrokimyasal cevap Uzerine etkisinin

arastirillmasi

Optimum depozisyon siiresini belirlemek tizere yapilan ¢aligmalarda ise sabit -1.4 V
depozisyon potansiyeli uygulanarak 0.0- 100 sn arahginda 2.0x10° M Pb(ll) icin
denemeler yapilmistir. Sekil 4.24° de goriildiigii gibi en uygun depozisyon siiresi 60 sn

olarak belirlenmistir.

45 - - -1,0
60 sn
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25
7
--16 2
-
20 2
— -1,8
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10 T T T T T -2,0

T
0 20 40 60 80 100

Depozisyon siiresi/sn

Sekil 4.24 Depozisyon suresinin elektrokimyasal cevap (izerine etkisi

4.3.7.Gelistirilen model sensore ait kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi

Gelistirilen mikrobiyal sensore ait optimum kosullarda elde edilen kalibrasyon dogrusu

Sekil 4.25° de verilmistir (Elektrolit ¢ozeltisi: 0.05 M sodyum asetat tamponu, pH: 5.0,
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sartlandirma stiresi: 12 dk, depozisyon potansiyeli: -1.4 V, depozisyon suresi: 60 sn,
yontem: DPSV).

Pb(I1) konsantrasyonu 1.0x10 ° M ile 2.0x10°> M araliginda cahisiimig (n=2, R?=0.9916),
gelistirilen mikrobiyal biyosensoriin yaklasik 20 uM' lik Pb(II) konsantrasyonuna kadar
akimla dogrusal bir egri verdigi goriilmiistiir. Artan Pb(II) konsantrasyonlarinda ise elde
edilen akim degerleri dogrusalliktan sapma gdstermistir. Ilgili mikrobiyal biyosensore ait

tayin limiti ise 3Sy/m formiilii kullanilarak 2.0x10 M olarak hesaplanmustir.

Ip/ nA

10 1
[PH(IT) |/ uM

=
-

20

i

Sekil 4.25 Optimum sartlarda elde edilmis kalibrasyon dogrusu

Gelistirilen mikrobiyal biyosensériin yenilenebilirligi 1.5x107> M Pb(ll) icin (n=7) test
edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamasi 25.63 pA (SD= 1.06 ), cv (coefficient of

variation) degeri %4 olarak bulunmustur.

4.3.8.Farkh agir metallerin Pb(II) tayini iizerindeki girisim etkilerinin arastirilmasi
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Ortamda bulunan diger metaller analitin ylizeydeki fonksiyonel gruplara baglanmasini
olumlu veya olumsuz yonde etkileyebilirler. Bu nedenle girisim yapabilecek bazi
metallerin etkileri teker teker ve toplu olarak arastirilmis ve 6zet seklinde Cizelge 4.4' de

sunulmustur.

Cizelge 4.4 Farkli agir metallerin kursun tayini tizerindeki girisim etkilerinin arastirilmasi

Metaller [Metal] /uM Io /WA %Aktivite
Pb(Il) 10 12,59 + 0,02 100
Co(ll) 10 0 0
Pb(Il) + Co(ll) 10+10 13,70 £ 0,29 109
Cu(ln) 10 0 0
Pb(11) + Cu(ll) 10+10 8,91+0,14 71
Ni(Il) 10 0 0
Pb(I1) + Ni(lIl) 10+10 3,20 £ 0,09 25
Zn(I) 10 0 0
Pb(11) + Zn(I1) 10+10 18,62 + 1,48 148
Pb(11) + Zn(I1) + Cu(ll) + 10+10+10+10+10 7,44 £ 0,04 59
Co(I1) + Ni(ll)

Pb(11) + Zn(I1) + Cu(ll) + 10+30+30+30+30 2,71+0,41 22

Co(I1) + Ni(ll)
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5.TARTISMA ve SONUC

Biyolojik sistemlerin yiiksek hassasiyetleri ve kimyasal ajanlara kiyasla diisiik maliyetleri
sensOr yapiminda biyolojik materyal kullanimina olan ilgiyi arttirmistir. Cevresel
kirleticilerin hizli, giivenilir bir sekilde ve yerinde tayin edilmesi konusunda yapilan
caligmalarda biyosensorler en fazla odaklanilan konulardan biri haline gelmistir. Bugiine
kadar yapilan bircok arastirma mikroorganizmalarin Ozellikle agir metal kirliliginin
giderilmesinde basarih bir sekilde kullamildigini géstermistir. Ozellikle atik sulardaki
kimyasal kirleticilerin biyolojik olarak aritilmasi konusunda yogunlasan c¢aligsmalarda,
farkli tiirlerden mikroorganizmalarin, toksik oldugu bilinen agir metal g¢esitlerini gerek
biyosorbsiyon gerekse biyobirikim yoluyla zararsiz veya daha az toksik formlarina
doniistiirebildikleri, hiicre duvarlarindaki fonksiyonel gruplarla veya salgilariyla
tutabildikleri, hiicre i¢i sistemleriyle biriktirebildikleri ortaya konulmustur. Ancak agir
metallerle 6zel olarak etkilesim gosteren bu mikroorganizmalarin, genetik olarak herhangi
bir modifikasyona ugratilmadan dogrudan olarak mikrobiyal biyosensor tasariminda
kullanilmak {izere elektrokimyasal davraniglarinin belirlenmesi konusunda literatiirde az
sayida ¢alisma mevcuttur ve yapilan calismalarin biiylik bir ¢ogunlugu kimyasal bazli
sensoOr lretimlerine dayanmaktadir. Ancak mikroorganizmalarin dogrudan secici madde

olarak kullanimlari, kimyasal ajanlara kiyasla daha diisiik maliyetlidir.

Sunulan tez ¢alismasinda, R. mucilaginosa, R. arrhizus ve P. aeruginosa tiirleri agir metal
tayinindeki spesifik etkinlikleri ortaya ¢ikarilmak iizere, geleneksel yontemlere nazaran
daha hizl1 ve pratik olan elektrokimyasal yontemler kullanilarak arastirilmistir. Calismada
kullanilan mikroorganizmalarin, agir metaller icinde oOzellikle kursuna ve bakira karsi
spesifik baglanma yeteneklerinin oldugu daha Onceden yapilan biyosorbsiyon
calismalarinda ortaya ¢ikarilmistir (Sag ve Kutsal, 1997; Ertugrul vd. 2009). Literatlirde bu
yOnde yapilan g¢aligmalar; canli hiicrelerden ziyade kurutulmus-6lu hiicrelerin metali
adsorblama yeteneklerinin daha giiglii olduguna isaret etmektedir. Olii veya canl
hiicrelerin metal alabilme kapasitelerinin karsilastirilmasi sonucu, ¢cogu kez 6lii durumdaki
mikroorganizmanin daha yiliksek adsorplama kapasitesine sahip oldugu gézlenmis ve buna
gerekce olarak Oli hiicre yilizeyinin yapisindaki degisiklikler ve kurutma/oldiirme ile
birlikte ortaya ¢ikan fonksiyonel gruplar gosterilmistir (Tsezos ve Volesky, 1981; Aksu ve

Gulen, 2002). Kurutulmus hiicrelerin biyosensér yapiminda kullanilmasi, hem
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mikroorganizma 6n hazirligr asamasini (6rnegin: inkiibasyon, santrifiij, canli hiicrelerin
optimum sartlarda korunma zorunlulugu) ortadan kaldirmaktadir hem de canli hiicrelere
kiyasla ¢evresel sartlardan daha az etkilenmeleri sebebiyle ortam sartlarindan bagimsiz
giivenilir analizler gergeklestirme olanagini sunmaktadir. Bahsedilen avantajli 6zellikleri
nedeni ile ilgili tez ¢alismasinda canli hiicreler yerine sicaklikla veya dondurularak
kurutulmus mikrobiyal hiicreler kullanilmistir. Diger taraftan, uygulanan elektrokimyasal
yontemler literatiirde uzun zamandan beri kullanilagelen geleneksel yontemler olmalarina
karsin, agir metal biyosorbsiyonunda etkin olan mikrobiyal tiirlerin agir metal biyosensori
yapiminda kullanilmak iizere bu yontemlerle arastirilmasi fikri, ilgili tez galismasinda

ortaya ¢ikan ve ulasilan sonuglar itibariyle ticari tiretimlere yatkin bir fikirdir.

lligili tez ¢aliymasindan elde edilen sonuclar bir biitiin olarak karsilastirildiginda
gorilmektedir ki mikroorganizmalar Kkullanilarak gelistirilen agir metal sensorleri,
kimyasal ajanlarla veya diger biyolojik ajanlarla hazirlanmis agir metal sensorlerine bir
alternatif olmaktan ziyade, kullanim kolayliklari, diisiik maliyetleri ve kisa 6l¢iim siireleri

gibi avantajlar1 dolayisiyla iistiinliik saglayabilecek bir potansiyel sergilemislerdir.

R. mucilaginosa hiicrelerinin dondurularak kurutulmus formlarinin kullanildig1 ¢alismada,
icerisinde belli konsantrasyonlarda Cu(ll) igeren model soliisyonlarla elektrokimyasal
calismalar gergeklestirilmis ve ilgili hiicrelerin sartlandirma asamasini da igeren 15 dk' lik
bir sitirede Cu(Il) iyonlarm tespit edebildigi goriilmistiir. Literatiirde ilgili
mikroorganizmanin herhangi bir sekilde sensér elementi olarak kullanildigina dair bir
calismaya rastlanmamakla  birlikte, mikroorganizmanin  Cu(Ill)  biyosorbsiyon
calismalarinda etkin bir sekilde rol aldig: bildirilmistir (Villegas vd. 2005; Mamieieva vd.
2007, Villegas vd. 2009). ilgili mikroorganizmanin kullanildig1 tez ¢aligmasini da igeren,

literatiirdeki bazi Cu(ll) sensorlerinin 6zellikleri Cizelge 5.1' de verilmistir.

Tablodan goriildiigii tizere farkli kimyasal ve biyolojik materyaller farkli analiz yontemleri
ile Cu(Il) tespiti i¢in kullanilmis ve sonuglar, 6l¢lim stireleri ve tayin araliklar1 agisindan
karsilagtirilmistir.  Kullanilan elektrot c¢esitleri arasinda karbon pastasi elektrodu,
hazirlanmasinin kolay ve ucuz olmasi, herhangi bir tutuklama yontemine gerek duymadan
secici materyali ylizeyinde tutabilmesi gibi pratik Ozellikleri nedeni ile avantajli bir

konumdadir. Segici materyal olarak kimyasal madde yerine, kisa zamanda ve bol miktarda
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uretimleri oldukca basit ve ucuz olan bazi biyolojik ajanlarin tercih edilmesi ise sensoriin

yapim asamasindaki maliyetini diigiirmektedir.

Cizelge 5.1 Literatiirdeki baz1 Cu(II) analitik ve teknik 6zellikleri

Olgum

Materyal Elektrot Yontem Sure o Ref.
Arahg
Rekombinant Huicrelerin kapiler .
! Flow Injection 0.05-0.35 Tag vd.
Saccharomyces membran izerine . >30 dk
.. Analiz mg/L 2007
cerevisiae tutuklanmast
Rekombinant Hicrelerin kapiler .
Sz:cc?hal::)ni1 ces mﬁnija:] UzaeF:ilnz Amperometrik >20 dk 5.0x10"- Lehmann
aromy tayin 2.0x10°M  vd. 2000
cerevisiae tutuklanmasi
Cansiz hiicrelerin - -7
. Stripping 2.0x10 ‘- Alpat vd.
Circinella sp. karbon pastasina Voltammetri 30 dk 1.0x10° M 2008
karistirilmasi
_Benzoinoxime Kimyasalin XAD-2 Gravimetrik 4 dk 5.0- Mahendra
* iizerine tutuklanmasi Tayin 127 mg/L vd. 2003
i Optik _
Schiff b SC|l'm‘~f 'lialfllm'r:j i 25gk 040 Aksuner
chiff bazi ) p(? ivinil Klori y : 5 7x10° M vd. 2009
tizerine tutuklanmast
Cansiz hiicrelerin 8
5 : Styirma 5.0x10™- Alpat vd.
Dogal zeolit karbon pastasina Voltammetri 15 dk 5.0x10° M 2005
karistirilmasi
Liyofilize Cansiz hiicrelerin 7
Siyirma 1.0x10 ‘-
Rhoc_joto_rula karbon pastasina Voltammetri 15 dk 10x10°M Tez
mucilaginosa karigtirllmast

Kullanilan secici biyolojik materyali herhangi bir genetik diizenlemeye ihtiya¢ duymadan
oldugu gibi kullanabilmek; islem 6n hazirhigint kolaylastirmas: ve sensoriin maliyeti
bakimindan o6nem teskil etmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda Cizelge 5.1' deki veriler

karsilastirildiginda R.mucilaginosa kullanilarak kisa siirede, fazla bir 6rnek hazirligina
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ihtiya¢c duymadan model soliisyonlardaki Cu(Il) miktarini belli konsantrasyon araliklarinda

6l¢gmenin miimkiin oldugu goriilmiistiir.

Farkli hiicrelerin hiicre duvar yapilari itibariyle sahip olduklar farkli fonksiyonel gruplar
ve bu gruplarin yogunlugu hiicrelerin metal baglama kapasiteleri iizerinde oldukga etkilidir
ve ayrintili bir sekilde arastirilmalar1 analit spesifik sensorlerin tasarimi agisindan 6nem arz

etmektedir.

R. arrhizus calismalarinda P. aeruginosa 'dan daha spesifik bir sekilde ve ¢ok daha diigiik
tayin limitleriyle Pb(Il)'a cevap alinmis, elektrokimyasal verilerden alinan aletsel
sinyal/gurultl dizeyleri yine P. aeruginosa’ ya kiyasla daha diisiik bulunmustur. R.
arrhizus spor olusturan bir kiif mantar1 tiirtidiir. Bakteri hiicre duvarindan farkli olarak,
fungal hiicre duvari protein igerigi bakimindan zayiftir. Mantar hiicre duvarlari, kuru
agirhiginin %901 amino polisakkaritlerden olusan ¢ok tabakali bir yap1 gosterir. Genelde
fungal hiicre duvari, amorf polisakkarit bir matriks i¢ine gémiilmiis kitin iskeletinden
olusan iki fazli bir sistemdir. Esas kitin monomeri N-asetil-D-glukozamin (NAGA) dir.
Kitin mikrokristaller i¢inde toplanarak hiicre duvariin gelismesi i¢in iskeletimsi bir kafes
olusturur. Kitinin metal iyonlariyla kompleks olusturmasi bilinen bir 6zelliktir. Coziinmiis
metal iyonlartyla R.arrhizus hiicre duvarlari arasindaki kitin zincirleri arasinda kompleks
olugmaktadir. Metal iyonu bu kompleksde kitin kristallerinin amino azotuna

baglanmaktadir (Tsezos and Volesky, 1981).

Elektrokimyasal yanitlar1 optimize etmek iizere farkli elektrolit ¢ozeltilerinin denendigi
calismada, P. aeruginosa hicreleri sadece asetik asit sodyum asetat tamponu
kullanildiginda Pb(IT)'a cevap vermis, diger ¢ozeltilerde ise Pb(l1) ‘a ait elektrokimyasal bir
ize rastlanmamistir. Ancak sodyum asetat asetik asit ¢ozeltisi metallerle ve 6zellikle Pb(1I)
ile komplekslesme reaksiyonu verebildigi i¢in, sartlandirma siiresince soliisyonda bulunan
Pb(II) iyonlarinin bir kisminin bu ¢dkme dolayisiyla yiizeye tutunamadigini ve bunun da
elektrokimyasal cevabin zayif kalmasinda etkin oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica yogun
asetik asit sodyum asetat ¢ozeltisi icinde bulunan diger protonlarin da ylizeye baglanmak
tizere Pb(II) iyonlar ile bir rekabete girmeleri de diisiik akimli elektrokimyasal cevaplarin
bir baska nedeni olabilir. Bu sonuglar kullanilan destek elektrolit ¢ozelti tiirlerinin

elektrokimyasal analiz siirecindeki 6nemli etkisine isaret etmektedir.
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Belirli bir mikroorganizma tartuntn, belirli bir metal iyonunu adsorplama kapasitesi,
ortamda bagka bir metal varken, tek bilesenli duruma gore artabilir (synergism), azalabilir
(antagonism) veya hi¢cbir degisim gostermez (noninteraction). Metal aliminin farkli olmasi,
metallerin iyonik boyutlari, dogal yapilari, aktif gruplarin biyosorbent {lizerindeki dagilimi

ve metal iyonlari ile biyosorbent arasindaki etkilesim ile ilgilidir.

Girisim etkileri ortaya c¢ikarmak {izere, sartlandirma ortaminda baska metallerin de
bulundugu soliisyonlarla (Cu(II), Ni(Il), Co(II), Zn(II)) yapilan ¢aligmalar sonucu Pb(II)
adsorbsiyonunun en ¢ok Ni(Il) tarafindan inhibe edildigi ve bunu Cu(Il)'nin takip ettigi
gorulmektedir. Zn(11)' nin ise Pb(ll) adsorbsiyonunda sinerjitik veya nétir bir etkiye sahip
oldugu gozlenmistir. Metallerin iyonik c¢aplari ve elektronegatiflik 6zelliklerinin de
adsorbsiyonda 6nemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bag yapiminda kullanilan
elektronlarin bagi olusturan atomlar tarafindan c¢ekilme giicli elektronegativite olarak
adlandirilir. Bag yapiminda kullanilan elektronlar1 daha c¢ok c¢eken atomun
elektronegatifligi bliylik, az cekenin ise elektronegatifligi kiigiiktiir. Elektronegatiflik
degeri yiksek olan metallerin bag yapma egilimleri yiiksek oldugundan yiizeye
adsorblanmalar1 diger daha diisiik elektronegativite seviyesindeki metallerden daha kolay
ve hizhdir. ilgili tez ¢alismasinda kullanilan agir metaller elektronegatifliklerine ve iyonik

caplarina gore siralandiklarinda asagidaki gibi bir tablo goriilmektedir (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2 Bazi metallerin iyonik ¢aplar1 ev elektronegatiflik degerleri

Metal

Iyonik cap/pm Elektronegatiflik/Pauling Skala
) 133 2.33
Ni(I1) 83 1.91
cu(ll) 88 1.90
Co(ll) 83.8 1.88
Zn(11) 88 1.65

(Shannon 1976, http://www.webelements.com 2011).
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llgili ¢izelgeden anlasildigi iizere metaller arasinda, Pb(II) iyonik ¢ap1 en biiyiik ve
elektronegatifligi en yiiksek olan metaldir. Dolayisiyla uygun elektrokimyasal sartlar
olusturuldugunda, bu metalin diger metallerden ¢ok fazla etkilenmeden yiizeye en hizli ve
en ¢cok miktarda baglanmasi mikroorganizmalarin adsorblayict Ozelliklerinin yani sira

metalin kendi molekiil yapisindan da kaynaklanmaktadir.

Cizelge 5.3' de ise bugiine kadar ¢alisilmis bazi1 Pb(II) biyosensorleri ile sunulan tez
calismasi sonuglarinin, teknik ve analitik agilardan karsilastirilmasina imkan veren bir ozet
sunulmustur. Tablodan anlasilacagi iizere calisma sonucu elde edilen tayin sinirlari
literatlirdeki birgok ¢aligsma ile uyum iginde olmakla beraber, kullanim pratikligi ve maliyet

acisindan bazi 6nemli avantajlara sahiptir.
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Cizelge 5.3 Literatiirdeki baz1 Pb(I) sensorlerinin analitik ve teknik 6zellikleri

Segici

Kullanilan Elektrot

Tayin

Tayin

Sensor

Materyal ve hazirhk Yontemi Suresi  Cevabi Ref.
Mojica vd.
Karbon pastast ve muz Siyirma 1.0-20
Muz Dokusu
dokusu karisimi Voltametrisi 6 9K ppm 2007
_ Islenmis ve 0.02-  Bennouna,
Pennisetum Islenmemis biyomas Styirma 0.08
setosum ve karbon pastasi Voltametrisi  ° 9K ppm 1997
karigimi
, 3. Yinvd.
Bovin serum Ol hiicre ve karbon Siyirma 4x10 .
albumin pastasi karigimi Voltametrisi >2Saat  6.0x10™ 2007
ppm
Tletk i Dogrusal
etken madden‘ln ogrusa 01-2  Honeychurch vl
HCLO, karbon pastasi ile Taramal 15 dk ppm 2001
karigimi Voltametri
i Elvina ve Mojica,
o olini oty S 1025 ’
kabugu e Voltametrisi  2°dK  ppm 2005
esansiyel yagi tizerine tutuklanmasi
Modifiye edilmis 6l Yce vd.
Phormididum biyomas ve karbon Sirma_ OoL4
sp Voltametrisi ppm 2010
‘ pastast karigimi
Sicaklikla Sicaklikla kurutulmus B
Styirma 0.2-4
kurutulmus hiicre ve karbon Voltametrisi 12 Ak opm 1€z
P. aeruginosa pastasi karigimi
Sicaklikla Sicaklikla kurutulmusg S
kurutulmug hiicre ve karbon wyirma 0.02-25 14,
i Voltametrisi 12 dK
R. arrhizus ppm

pastast karigimi

Alman rakamsal veriler diginda, biyomateryallerin izlenilen teknik agisindan 6zgilinliigi,

insitli kullanimlara yonelik c¢alismalara uygun olmasi ve diisiik maliyetlerle kisa siirede

102



temin edilebilmesi ilgili ¢alismanin pratik anlamda da uygulanabilme potansiyelini ortaya

koymaktadir.

Biyosensor teknolojisi temel anlamda multidisipliner bir alt yapiya sahip oldugu i¢in, farkl
bilim dallarindaki gelismelerle beraber hizla ilerlemekte ve kullanim kolayligi, diisiik
maliyeti, seri bir sekilde iiretilebilmesi gibi 6nemli avantajlari nedeniyle de giiclii bir pazar
olusturmaktadir. Bu baglamda biyosensér yapiminda kritik Onemi olan biyolojik
materyallerin dogru ve hizli bir sekilde secilmeleri ve biyosensdr teknolojilerine

uyarlanabilir mevcut pazardan faydalanmamiz agisindan 6nem tagimaktadir.

Sunulan tez ¢aligmas1 gdostermistir ki; agir metal tayinine yonelik boylesi bir yaklagim bir
taraftan mikroorganizmalarin agir metallere karsi spesifik ilgilerini detayli bir sekilde
ortaya ¢ikarmis diger taraftan hizli, ekonomik ve pratik bir sekilde uygulanabilir olmasi
nedeniyle geleneksel yontemlerle yaris halinde olan biyosensor uygulamalarina hem pratik
hem de akademik anlamda farkli bir eksen kazandirmistir. Elde edilen sonuglarin
gelistirilmesi ile hizla kirlenen doganin ¢evresel kontroliinii saglama ¢aligmalarina bir ivme

kazandirilmas1 mimkiindiir.

Bunlarin disinda elde edilen sonuglarin iiretime odakli biyosensdr ¢aligsmalarinda dogrudan
kullanimin1 hedef alan baska projeler igin, ilgili mikroorganizmalarin hiicre duvar
yapilarinda bulunan ve ilgili metallerle dogrudan etkilesime giren fonksiyonel gruplarinin
ortaya ¢ikarilmasi ve bu gruplar iizerinde diger girisim yapan metallerin etkisini minimize

edecek modifikasyonlara yonelinmesi buyik 6nem arz etmektedir.
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